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La perte de Sonic Hedgehog altère la maturation des cellules caliciformes 
et de Paneth dans l’intestin murin adulte
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Jessica Gagné Sansfaçon 
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Mémoire présenté à la Faculté de médecine et des sciences de la santé en vue de l’obtention 
d’un diplôme de maître ès sciences (M. Sc.) en biologie cellulaire, Faculté de médecine et des 
sciences de la santé, Université de Sherbrooke, Sherbrooke, Québec, Canada, J1H 5N4
Les Hedgehogs (Hhs) sont des morphogènes indispensables au développement et à 
l’homéostasie de l’organisme, notamment dans la formation de l’intestin. La littérature y révèle 
l’importance d’Indian Hh dans le contrôle de la prolifération, de la différenciation des 
entérocytes et dans l’attraction des cellules immunitaires. Par contre, sa délétion ne récapitule 
pas l’inhibition de la voie Hh, soulevant ainsi l’hypothèse que Sonic Hh aurait des rôles 
complémentaires dans l’intestin. Nous avons donc voulu identifier les implications de Shh dans 
l’histologie, la prolifération et la différenciation de l’épithélium intestinal chez la souris adulte. 
Pour ce foire, nous avons utilisé le système de délétion conditionnelle Cre/loxP afin d’abolir 
l’expression de Shh au niveau de l’épithélium de l’intestin et du côlon, à l’aide du promoteur de 
la Villine. Des traitements au DSS sur 7 jours ont permis de simuler une colite ulcéreuse (CU) 
chez les animaux afin d’étudier les maladies inflammatoires intestinales (Mil). Aucune 
anomalie histologique n’a été observée par coloration H&E, mais l’axe crypte-villosité était 
réduit de 16%. Une immunofluorescence dirigée contre PCNA relie ce résultat avec une 
réduction de 24% du nombre de cellules prolifératives dans l’iléon. Ensuite, Shh ne serait pas 
impliqué dans la différenciation des entérocytes et des cellules entéroendocrines, contrairement 
à Ihh. Par contre, les observations montrent une diminution de l’expression de Klf4 en qPCR et 
un défaut dans l’ultrastructure des vésicules de sécrétion des cellules caliciformes en 
microscopie électronique. La production des mucines acides et leur fucosylation sont aussi 
affectées par coloration. Il en résulte un défaut dans la sécrétion de la bicouche de mucus 
procurant une défense physique. Ensuite, une diminution de l’expression de Sox9 et de la taille 
des granules dans les cellules de Paneth est observée en absence de Shh. Une diminution de 
l’autophagie, associée à un réticulum endoplasmique relâché, semble être à la base de ce 
phénotype en immunobuvardage. Il en résulte un défaut dans la production des agents 
antimicrobiens, tels que le lysozyme et les a-défensines, en qPCR, suggérant un possible défaut 
dans la défense antimicrobienne. Bien que les altérations de la barrière intestinale laissent 
supposer un rôle dans l’inflammation, les souris expérimentales soumises au traitement DSS 
suggèrent que Shh ne module pas le développement de la CU mais pourrait avoir un rôle dans 
les étapes de restitution. Finalement, le niveau d’expression des effecteurs Hhs en qPCR lors 
des Mil et de la CU chez les souris de type sauvage révèle qu’Ihh et Glil sont fortement réduits 
dans ces pathologies.
Les résultats obtenus démontrent que Shh et Ihh ont des rôles distincts dans l’intestin. Shh 
semble influencer positivement la prolifération et participe à la différenciation terminale des 
cellules caliciformes et de Paneth ainsi que dans le processus d’autophagie. Ensemble, les Hhs 
sont essentiels à l’homéostasie et sont impliqués dans la pathologie des Mû.
Mots clés : Sonic Hedgehog, Indian Hedgehog, cellules de Paneth, cellules caliciformes, 
autophagie, inflammation intestinale.
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I. INTRODUCTION
1.1 Généralités sur l’intestin
1.1.1 L’intestin grêle
L’intestin grêle est le premier segment de l’intestin à partir de l’estomac. Cet organe 
est le lieu principal de la digestion et de l’absorption des nutriments. Il est divisé en trois 
grandes régions, soit le duodénum, le jéjunum et l’iléon (Kuitunen, 1966). Dans le 
duodénum, le chyme provenant de l’estomac devient moins acide et se mélange aux sucs 
pancréatiques et à la bile provenant du foie et du pancréas respectivement pour la digestion 
de la nourriture. Ensuite, dans le jéjunum les nutriments sont captés en abondance. 
Finalement, dans l’iléon ce sont les sels biliaires et les vitamines qui sont ciblés en 
majorité. Le mouvement de péristaltisme des muscles lisses de l’intestin grêle permet un 
transit continu vers le côlon, séparés de l’iléon par l’appendice iléo-caecal pour contrôler le 
transit. (Cabana, 2001).
1.1.2 Le côlon
Le côlon est le deuxième segment de l’intestin. (Cabana, 2001). Il est divisé en 
quatre régions distinctes, soit le côlon ascendant, transversal, descendant et sigmoïdal. Il 
donne sur le rectum en contact avec l’anus (Cabana, 2001). Le côlon reçoit le chyme 
provenant de l’intestin grêle et en absorbe massivement l’eau. Dans le côlon, il y a 
également la digestion des fibres par les bactéries et l’absorption de vitamines et 
d’électrolytes. La microflore est omniprésente et diversifiée dans tout le tube digestif, mais 
surtout au niveau du côlon où le transit est le plus lent (Cabana, 2001). Finalement, c’est à 
ce niveau que la nourriture non absorbée est concentrée et éliminée avec les fèces.
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1.1.3 Structure générale de l’intestin
Bien que le tube digestif soit compartimentalisé, la structure générale de l’axe 
vertical y est semblable. La figure 1 présente la paroi de l’intestin et du côlon (Cabana, 
2001). En contact avec le milieu extérieur et les nombreuses bactéries de la lumière, on 
retrouve la muqueuse, servant à délimiter le milieu interne (Cabana, 2001). Elle est 
impliquée dans la digestion, l’absorption et la défense immunitaire (Balas, 2006). Elle est 
composée d’un épithélium et d’un mésenchyme regroupant une lamina propria et une 
couche musculaire lisse, la muscularis mucosae (Figure 1) (Caceci, 2008). L’unité 
fonctionnelle de l’épithélium de l’intestin grêle est l'axe crypte-villosité. Les cryptes de 
Lieberkühn s’enfoncent dans la muqueuse et les villosités ressemblent à des expansions 
digitiformes intraluminales de la muqueuse (Balas, 2006). Pour seule différence 
structurelle, le côlon est composé exclusivement de cryptes de Lieberkühn et d ’un 
épithélium plat tapissant la lumière (Cabana, 2001). La lamina propria en dessous contient 
les vaisseaux sanguins et lymphatiques pour l’entrée des nutriments en circulation. Elle est 
formée de tissu conjonctif et contient majoritairement des fibroblastes, des myofibroblastes, 
quelques cellules musculaires lisses et diverses cellules immunitaires. Finalement, la 
muscularis mucosae est responsable des mouvements régionalisés de la muqueuse.
La deuxième couche de la paroi intestinale est la sous-muqueuse. Ce tissu conjonctif 
flexible contient de nombreux vaisseaux sanguins ainsi qu’un réseau d’agrégats de 
neurones ganglionnaires permettant le contrôle de la contraction des muscles lisses de la 
muqueuse (Cabana, 2001). Ensuite, une couche musculeuse entoure l ’intestin. Celle-ci est 
composée d’une succession de muscles lisses circulaires et longitudinaux (Balas, 2006). 
Les muscles circulaires plus épais sont du côté interne tandis que les muscles longitudinaux 
sont du côté externe. Ensemble, ils contrôlent les mouvements de péristaltisme pour 
l’avancement du chyme, en lien avec les réseaux de neurones ganglionnaires (Cabana, 
2001). Finalement, un tissu conjonctif nommé séreuse recouvre la partie externe du tube 
digestif. Elle fait partie du péritoine, une membrane humide qui entoure les viscères pour 
éviter les déplacements et les frottements (Cabana, 2001).
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Figure 1. Structure de la paroi intestinale et colique
L’intestin est divisé en 4 régions distinctes, la muqueuse, la sous-muqueuse, la musculeuse 
(rose) et la séreuse (bleu). Entre les 2 premières, on retrouve un réseau de fibres 
musculaires, la muscularis mucosae (rose). La muqueuse de l’intestin est recouverte par un 
épithélium simple (rouge). Figure adaptée de Caceci, 2008.
1.2 L’épithélium intestinal
Les cellules épithéliales intestinales de la muqueuse se retrouvent en feuillet serré 
d’une seule cellule d’épaisseur qui tapit la totalité de la paroi intestinale. Elles délimitent le 
milieu interne et procurent une barrière physique de première ligne contre les bactéries de 
la flore (Crosnier et al., 2006). Cet épithélium est composé de quatre types principaux de 
cellules différenciées ainsi que des cellules progénitrices et des cellules souches (Figure 
2B) (Crosnier et a l, 2006).
1.2.1 Les cellules souches et les cellules progénitrices prolifératives
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Les cellules souches intestinales sont retrouvées dans la niche tout au fond de la 
crypte où elles sont à l’abri des éventuels dommages (Cheng et Leblond, 1974). Elles ont 
gardé leur caractère prolifératif et pluripotent. Elles permettent le renouvellement de la 
totalité de l’épithélium intestinale à tous les 3 à 5 jours (Cheng et Leblond, 1974). Leur 
division asymétrique permet de renouveler le bassin de cellules souches et d’engendrer des 
cellules progénitrices prolifératives (Figure 3) (Cheng et Leblond, 1974). Celles-ci 
procèdent à de multiples cycles de division. La voie de signalisation Wnt (Wingless/Int-1) 
est impliquée dans le contrôle de cette prolifération intestinale (Noah et a l, 2011). Plus les 
cellules procèdent à leur ascension dans la crypte, plus elles cumulent de signaux pour 
engager le processus de différenciation en cellule absorbante ou sécrétrice (Noah et a l, 
2011). Près de la jonction crypte-villosité, les cellules cessent de proliférer et se 
différencient. Elles continuent alors leur ascension dans la villosité ou dans les cryptes 
coliques jusqu’à atteindre l’apex où elles sont desquamées dans la lumière intestinale, à 
l’exception des cellules de Paneth qui descendent dans la crypte et sont absentes du côlon 
(Crosnier et a l , 2006).
1.2.2 Signaux de différenciation de l’épithélium intestinal
Lors de leur ascension dans la crypte, les cellules progénitrices sont soumises à des 
signaux provenant à la fois de l’épithélium et du mésenchyme pour engager le processus de 
différenciation en cellule absorbante ou sécrétrice. Un phénomène d’inhibition latérale et de 
nombreux facteurs de transcription sont à la base de la détermination cellulaire (Crosnier et 
al., 2006). C’est la combinaison des signaux qui permet la maturation des cellules 
entérocytes, des cellules entéroendocrines, des cellules de Paneth ou des cellules 
caliciformes à partir d’un précurseur commun. Premièrement, selon l’intensité du signal 
Wnt reçu dans la crypte, certaines cellules produisent le ligand Delta tandis que d’autres 
produisent le récepteur Notch (Figure 3) (Crosnier et a l, 2006). C’est cette deuxième voie
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de signalisation qui détermine quelle lignée cellulaire est produite par la cellule 
progénitrice.
Figure 2. L’épithélium de l’intestin grêle
Schématisation de l’axe crypte-villosité (A) et des cellules principales de l’épithélium (B). 
La crypte contient les cellules souches (rouge), les cellules progénitrices (rose) et les 
cellules de Paneth (vert foncé), seules à être différenciées. La villosité contient les cellules 
entérocytes (bleu), les cellules caliciformes (vert pâle) et les cellules entéroendocrines 
(mauve) (A). Figure adaptée de Crosnier et al., 2006.
En présence d’une signalisation Notch active dans les cellules, c’est le type 
absorbant qui est privilégié (Crosnier et al., 2006). En effet, l’activation du domaine NICD 
force l’expression de plusieurs gènes cibles de Notch tel que Hesl (hairy and enhancer o f  
split 1) (Crosnier et al., 2006). Cette protéine est un facteur de transcription répresseur des 
gènes associés au type sécréteur. C’est le cas du facteur de transcription Mathl (mouse 
atonal homologue 1) dont l’expression est inhibée par Hesl (Noah et al., 2011). Mathl est 
impliqué dans la détermination des cellules progénitrices en précurseurs sécréteurs (Yang et
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al., 2001). En présence d’une signalisation Notch active, Mathl est inhibé et les cellules se 
différencient en entérocytes.
Au contraire, les cellules qui ne reçoivent pas le signal Notch deviennent des 
précurseurs sécréteurs (Crosnier et al., 2006). De nombreux signaux en aval de Mathl 
permettent d’obtenir un type cellulaire spécifique (Figure3). D’abord, les cellules 
entérœndocrines se différencient grâce au facteur de transcription Ngn3 (neurogénine 3) 
sous le contrôle de Mathl (Lopez-Diaz et al., 2007) et de la NeuroDl sous le contrôle de la 
Ngn3 (Jenny et al., 2002). Par contre, en présence de Klf9 (Krüppel like factor 9), exprimé 
par les cellules musculaires lisses, il y a apparition d’un précurseur commun aux cellules 
caliciformes et de Paneth (Simmen et al., 2007). La voie Wnt est encore une fois impliquée 
dans cette étape. C’est l’accumulation de la P-caténine au noyau qui permet l’expression 
des protéines de différenciation terminale des cellules de Paneth et inhibe celles associées 
aux cellules caliciformes (Flandez et al., 2008). En présence de la voie Wnt active, la 
cellule se détermine en cellule de Paneth. Parmi les gènes régulés à la Hausse, on retrouve 
en autre Sox9 (Sry-Box 9) et MMP7 (Métalloprotéinase matricielle 7) (Formeister et al.,
2009). Ils permettent la différenciation des cellules de Paneth. Finalement, parmi les gènes 
régulés négativement par Wnt, on retrouve le facteur de transcription Klf4 (Krüppel like 
factor 4) (Flandez et al., 2008). Il influence la différenciation terminale des cellules 
caliciformes en présence d’un faible signal Wnt. Les animaux de transgénèse pour Klf4 ont 
des défauts dans la différenciation des cellules caliciformes et une production de mucine 2 
grandement diminuée (Katz et al., 2002).
1.2.3 Les cellules entérocytes
Les entérocytes et les colonocytes sont les cellules absorbantes de l’intestin. Elles 
sont retrouvées dans les villosités de l’intestin grêle et à l’épithélium de surface dans le 
côlon. Les cellules absorbantes représentent le type cellulaire majoritaire de l’épithélium 
(Noah et al., 2011). Elles sont cylindriques et polarisées, possédant à leur pôle apical une
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bordure en brosse formée de microvillosités (Noah et al., 2011). Ces structures permettent 
d'accroître la surface de contact avec les nutriments. Afin d’assumer leur rôle de digestion
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Figure 3. Étapes et molécules impliquées dans la différenciation des cellules 
épithéliales intestinales
Une cellule souche intestinale (rouge) produit une cellule progénitrice (jaune) qui se divise 
plusieurs fois. La descendance se détermine en un type absorbant (gris) ou sécréteur 
(mauve). Les cellules entérocytes (gris) et les cellules entéroendocrines (brun) dérivent de 
ces lignées respectivement. Il existe un précurseur (vert) aux cellules caliciformes (bleu) et 
de Paneth (beige). Plusieurs molécules sont impliquées dans ces processus de 
différenciation. Figure montée par Roy, 2009.
et d’absorption, les entérocytes produisent de nombreuses enzymes, telles que la 
phosphatase alcaline et la sucrase isomaltase (Ferraris et al., 1992) ainsi que des protéines 
d’absorption telles que la iFABP (intestinal Fatty acid binding protein) impliquée dans 
l’absorption des acides gras (Siddiqi et al., 2001). Ces protéines sont localisées dans la
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bordure en brosse pour être en contact direct avec les nutriments. Les molécules absorbées 
sont ensuite libérées dans les vaisseaux lymphatiques et sanguins au pôle basai des 
entérocytes (Noah et al., 2011).
Bien que les cellules entérocytes aient comme fonctions la digestion et l’absorption 
des nutriments, elles doivent former une barrière physique contre les bactéries de la lumière 
intestinale (Vereecke et al., 2011). Cela est possible grâce au complexe apical de jonction 
qui permet de sceller l’espace paracellulaire entre les membranes plasmiques des cellules 
voisines (Laukoetter et al., 2006). Cela permet aussi la polarisation des cellules en un 
domaine apical et un domaine basolatéral (Guyton, 2010). En plus d’être impliquées dans la 
barrière physique, les cellules entérocytes jouent un rôle direct dans la défense 
antimicrobienne de l’épithélium. Elles produisent des cytokines et présentent des antigènes 
aux cellules de la lamina propria (Mukheijee et al., 2008). Elles peuvent capter des 
molécules libérées par les pathogènes et en informer les cellules du système immunitaire.
1.2.4 Le complexe apical de jonction
Le complexe apical de jonction permet aux cellules de l’épithélium d’être reliées 
entre elles. Il est composé des jonctions serrées, des jonctions adhérentes et de desmosomes 
(Nataf, 2009). Celles-ci sont formées de protéines transmembranaires à interaction 
homotypique, de protéines intracellulaires et d’éléments du cytosquelette. Les jonctions 
serrées sont les premières retrouvées du côté apical de la cellule. Elles imperméabilisent le 
compartiment paracellulaire contre le passage non sélectif des éléments de la lumière dans 
la muqueuse. Elles sont formées de trois protéines transmembranaires, l’occludine, les 
claudines et les JAM (Nataf, 2009). De plus, les ZO-1 et 2 font un pont de la membrane aux 
filaments d’actine (Nataf, 2009). Les jonctions adhérentes se situent juste en dessous des 
jonctions serrées. Elles sont composées de cadhérines (Nataf, 2009). Les protéines 
associées sont les caténines qui permettent la fixation au cytosquelette d’actine. Finalement, 
les desmosomes sont très similaires aux jonctions adhérentes. Elles utilisent les cadhérines 
atypiques pour la liaison des cellules entre elles (Nataf, 2009). À la différence des deux
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autres types de jonctions, les desmosomes forment une plaque dense reliée aux filaments 
intermédiaires de kératine (Nataf, 2009). Cette adhérence est très forte. Le cytosquelette 
d’actine et les filaments intermédiaires des cellules épithéliales sont reliés entre eux pour 
une cohésion du feuillet qui résiste ainsi beaucoup mieux au mouvement et à l’érosion 
présent tout au long de l’intestin et du côlon.
1.2.5 Les cellules entéroendocrines
Les cellules entéroendocrines font partie de la lignée sécrétrice. Elles représentent 
moins de 1% de toutes les cellules épithéliales (Noah et al., 2011). Ces petites cellules en 
forme de triangle produisent des hormones et des peptides qui sont déversés dans le tissu. Il 
existe 16 sous-types de cellules entéroendocrines selon les hormones qu’elles produisent 
(Noah et al., 2011). Elles expriment également la chromogranineA (CgA) qu’elles 
emmagasinent dans leurs granules de sécrétion. Cette glycoprotéine est commune à la 
majorité des cellules endocrines et neuroendocrines (Hendy et al., 1995). Elle est 
impliquée intra-cellulairement dans la formation des granules et extra-cellulairement dans 
la stimulation de la sécrétion hormonale en plus d’être à l’origine de nombreux peptides 
hormonaux lors de clivages protéolytiques (Hendy et al., 1995). Un marquage de la CgA 
permet de visualiser globalement la présence des cellules entéroendocrines de l’intestin.
1.2.6 Les cellules caliciformes
Les cellules caliciformes sont les plus abondantes de la lignée sécrétrice. Elles 
représentent environ 50% des cellules épithéliales au niveau du côlon (Noah et al., 2011). 
Elles ont un large domaine apical gorgé de vésicules de sécrétion, un réseau de réticulum 
endoplasmique et de Golgi hautement développé et un petit domaine basai contenant le 
noyau (Specian et Oliver, 1991) (Perez-Vilar et Mabolo, 2007). Leur rôle est de produire du 
mucus pour la protection de la muqueuse contre l ’érosion et contre plusieurs agressions, 
telle que la présence bactérienne. Au niveau de l’intestin grêle, une seule couche de mucus
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recouvre les cellules épithéliales et les microvillosités. Elle peut atteindre jusqu’à 2 OOOnm 
d’épaisseur pour la mucine 4 (Porchet et Aubert, 2004). Dans le côlon, une seconde couche 
plus mobile est présente dans la lumière à proximité de la surface pour une meilleure 
lubrification et protection. Les composantes structurales du mucus intestinal chez la souris 
sont les mucines transmembranaires 1, 3, et 4 et la mucine 2 et 5B qui sont sécrétées 
(Porchet et Aubert, 2004) (Gaudier et Hoebler, 2006). La mucine 2 (Muc2) est la plus 
abondante dans l’intestin de la souris. Les glycoprotéines du mucus s’assemblent en 
oligomères et forment un vaste réseau qui sert de filtre pour les molécules de haut poids 
moléculaire (Gaudier et Hoebler, 2006). Leurs nombreuses charges négatives procurées par 
les groupements sialyl et sulfate créent un champ électrique autour de l’hydrogel (Gaudier 
et Hoebler, 2006). De plus, les nombreux groupements glycosylés hétérogènes peuvent lier 
les microorganismes, limiter leur présence à l’épithélium et faciliter leur élimination. Dans 
un autre ordre d’idée, les chaines glycanniques permettent de neutraliser les radicaux libres 
1 de la lumière grâce à leur pouvoir antioxydant (Gaudier et Hoebler, 2006). Les propriétés 
physico-chimiques du mucus sont essentielles puisque le patron d’expression et la 
glycosylation sont altérés lors des cancers colorectaux et de l’inflammation chronique 
(Byrd et Bresalier, 2004) (Buisine et al., 2001). Finalement, les mucines ont aussi des rôles 
actifs dans les processus de croissance, de différenciation cellulaire et de transduction de 
signaux (Gaudier et Hoebler, 2006).
1.2.7 Les cellules de Paneth
Les cellules de Paneth sont particulières puisque ce sont les seules cellules 
différenciées retrouvées à la base des cryptes de l’intestin grêle (Noah et a l, 2011). Leur 
population est à son maximum au niveau de l’iléon comparativement au duodénum et au 
jéjunum, tandis qu’elles sont absentes du côlon. Elles procurent une ligne de défense 
directe contre les microorganismes de la lumière. D ’ailleurs, leurs fonctions sont similaires 
à celles des neutrophiles (Ouellette, 1997). Lorsqu’elles sont exposées aux antigènes 
bactériens, les cellules de Paneth sécrètent des composés antimicrobiens dans la lumière 
intestinale (Ouellette, 2011). Parmi les composés antimicrobiens produits par les cellules de
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Paneth, les a-défensines, aussi nommés cryptidines chez la souris, sont en majorité 
(Salzman, 2010). La composition des a-défensines varie selon la flore intestinale présente. 
Ces petites protéines s’attaquent aux membranes des bactéries, des champignons et de 
certains virus enveloppés. Pour être actives, elles doivent d’abord être clivées par des 
protéases, tel que les MMPs. En autres, MMP7 permet le clivage de la défensine 4 et son 
activation (Salzman, 2010). En addition aux défensines, les cellules de Paneth produisent 
du lysozyme et de la phospholipase A (Geyer, 1973). Le lysozyme est une protéine 
hydrolase acide qui s’attaque à la paroi des bactéries Gram positif en dégradant les 
protéoglycans qui la composent (Short et al., 1996). Dans l’intestin, le lysozyme et les IgA 
peuvent se lier à l’hydrogel de mucus et ainsi avoir une plus grande proximité avec la 
population commensale et pathogène. En plus de protéger l’épithélium des bactéries, les 
cellules de Paneth ont un rôle essentiel sur le maintien de la niche de cellules souches de la 
crypte (Sato et al. 2011). Les facteurs de croissance ainsi que Wnt3 et dll4 qu’elles 
produisent permettent le maintien des cellules souches in vitro alors que la délétion des 
cellules de Paneth in vivo provoque la perte des cellules souches LGR5+ de la crypte (Sato 
et al. 2011). En résumé, les cellules de Paneth contrôle la composition de la microflore 
intestinale et limite la présence des pathogènes en plus de participer à la niche de cellules 
souches. Un défaut dans le fonctionnement des cellules de Paneth, soit dans la production 
des agents antimicrobiens et dans l'élimination des pathogènes, est relié aux maladies 
inflammatoires intestinales (Wehkamp et Stange, 2010).
1.2.8 L’autophagie dans les cellules de Paneth
Les cellules de Paneth produisent de nombreuses protéines sécrétées. Comme les 
cellules caliciformes, elles ont un réticulum endoplasmique et un appareil de Golgi très 
développés avec un vaste réseau de production de granules de sécrétion qui s’accumulent 
au pôle apical. Ces cellules font appel à l’autophagie afin de recycler le plus de molécules 
possibles, notamment les acides aminés des protéines dégradées. Une délétion d'ATG16L1, 
impliqué dans l’autophagie, mène à un défaut dans la production et la relâche des agents 
antimicrobiens et des cytokines anti-inflammatoires par les cellules de Paneth (Figure 4)
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(Stappenbeck, 2009). De plus, une mutation de ce gène a été reliée aux maladies 
inflammatoires intestinales chez l’humain (Cadwell et al., 2008). Chez la souris déficiente 
pour ATG16L1, la voie de signalisation PPAR (Peroxisome Proliferator Activated 
Receptor) est augmentée. Parmi cette famille, PPARp est retrouvé tout au long de l’intestin 
grêle, mais est absent du côlon. Il est impliqué dans la différenciation des cellules de Paneth 
(Vamat et al., 2006). Sa délétion mène à une augmentation de la production des Hedgehogs 
et de leurs gènes cibles (Vamat et a i, 2006). Selon la littérature, Ihh est exprimé par les 
cellules de Paneth matures pour inhiber la différenciation de leurs propres précurseurs 
(Vamat et a i, 2006). Ensemble, ATG16L1, PPARp et Ihh contrôlent la différenciation 
fonctionnelle des cellules de Paneth.
Figure 4. L’autophagie dans la différenciation des cellules de Paneth
Microscopie électronique de cellule de Paneth (gauche) montrant un réticulum 
endoplasmique très développé et de grosses granules de sécrétion denses. Les souris 
déficientes pour ATG16L1 (droite) montrent une réduction de la densité des granules et un 
réticulum endoplasmique vacuolisé. Figure tirée de Stappenbeck, 2009.
13 La macroautophagie
"Autophagie" signifie en grec "se manger soi-même" (Emma, 2007). Ce processus 
permet la dégradation non sélective de divers composés intracellulaires afin de recycler des 
molécules et de synthétiser les éléments nécessaires à la survie cellulaire (Huang et
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Klionsky, 2007). Le mécanisme ressemble au système d’ubiquitination qui permet le 
ciblage au protéasome pour la dégradation des protéines. En effet, plusieurs enzymes de 
conjugaison sont requises lors de la macroautophagie, le type majoritaire de l’autophagie. 
Le processus s'effectue en quatre étapes, soit l’initiation, la nucléation, l’élongation et la 
maturation (Codogno, 2004). En gros, l’autophagie passe par la formation d ’une double 
membrane qui entoure le matériel à dégrader et se referme pour former l’autophagosome. 
Cette vacuole fusionne ensuite avec les lysosomes (Codogno, 2004). Ce processus est 
dépendant des ATG (autophagy related genes) et son principal inhibiteur est mTor 
(mammalian Target of Rapamycin) (Emma, 2007). Les complexes de conjugaison ATG 
s’associe de façon transitoire avec la membrane de l’autophagosome. Un premier complexe 
permet le recrutement de l’ATG 8, ou LC3 chez les mammifères, et son couplage à la 
phosphatidyl-éthanolamine membranaire (Codogno, 2004). Il existe deux isoformes de 
LC3, le premier étant cytoplasmique (LC3 I) et le second étant couplé à la membrane du 
pré-autophagosome (LC3 II). Ensuite, l’ATG 6 ou Bécline 1 est essentiel pour l’élongation 
de la membrane via la PI3K (phosphatidylinositol 3-phosphate kinase). Son action est mal 
comprise, mais Bécline 1 semble être un gène suppresseur de tumeur (Codogno, 2004). 
Finalement, ATG 16 est impliqué dans la fermeture de la vacuole (Huang et Klionsky, 
2007). La fusion de l’autophagosome avec les lysosomes permet à la toute fin la 
dégradation de son contenu.
1.4 Les morphogènes
Les morphogènes sont des molécules sécrétées qui agissent sur la différenciation 
cellulaire. Us sont produits à partir d’une source et éliminés dans le temps afin de créer un 
gradient de concentration (Lodish et a l, 2005). Ceci donne un signal de position en pallier 
aux cellules selon les différents seuils de concentration du morphogène. Celui-ci induit la 
détermination cellulaire par l’inhibition ou l’activation de certains facteurs de transcription 
pour l’acquisition d’une identité spécifique. Ce phénomène est important pour la formation 
des axes corporels (Lodish et al., 2005). Sonic Hedgehog est l’un des morphogènes les 
mieux connu chez les vertébrés. Il est essentiel pour la formation de l’axe ventral-dorsal du
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tube neural en développement, pour l’axe de symétrie droite-gauche et lors du 
bourgeonnement des membres. Une délétion de Shh mène à de graves défauts de 
développement (Loric, 2010).
1.S La signalisation Hedgehog
1.5.1 La production des Hedgehogs et les modifications post-traductionnelles
La voie de signalisation Hedgehog est hautement conservée au cours de l’évolution. 
Elle a d’abord été identifiée en 1980 chez la Drosophile. Chez les mammifères, il existe 
trois ligands Hh, soit Indian, Sonic et Desert (van den Brink, 2007). Ils proviennent de 
gènes homologues disposés sur des chromosomes différents. Les Hhs sont produits sous 
forme de précurseurs inactifs de 45kDa puis subissent plusieurs modifications post- 
traductionnelles lors de leur passage dans le réticulum endoplasmique et l’appareil de golgi 
(van den Brink, 2007). Tout d’abord, l’extrémité C-terminale de la protéine possède une 
activité cholestérol transférase intrinsèque. Elle permet l’autoclivage de son extrémité C- 
terminale lors de l’ajout d’un groupement cholestérol. Par la suite, une acyltransférase 
nommée Skinny Hedgehog catalyse l’ajout d’un groupement palmitate à l’extrémité N- 
terminale de la protéine de 19kDa (van den Brink, 2007) (Cohen, 2003). Puisque les 
groupements cholestérols et palmitates sont hautement hydrophobes, une protéine à 12 
passages transmembranaires, nommée Dispatched (Dsp), assemble les ligands en 
oligomères de style micelle pour en faciliter la diffusion (Cohen, 2003) (Figure 5). Ainsi, 
les Hhs forment un gradient de concentration dans les tissus en fonction du temps et de 
l’espace agissant comme morphogènes. Dans l’intestin de la souris, ce sont les cellules de 
l’épithélium qui sécrètent les ligands vers les cellules réceptrices de la lamina propria, 
telles que les myofibroblastes subépithéliaux intestinaux (MFSEi), les cellules musculaires 
lisses (CML) ainsi que certaines cellules immunitaires (Mao et al., 2010).
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1.5.2 La voie de signalisation inactive
La signalisation Hh fait appel à deux protéines transmembranaires afin de réguler 
son activité. En effet, les ligands se lient aux récepteurs à 9 passages transmembranaires 
Ptc-1 et 2 (Patched) (Figure 5) (Cohen, 2003). Ces derniers agissent par la suite sur la 
protéine à 7 domaines transmembranaires Smo (Smoothened) et provoque son endocytose 
en absence de Hh. Lorsque la voie est inactive, les facteurs de transcription à doigt de zinc 
de la famille Glioblastoma (Glil, 2 et 3) sont séquestrés aux microtubules par Kif7 (kinesin 
family member 7) (Cheung et a l, 2009) et SUFU (Suppressor of fused) (Shi et a l, 2011). 
Il s’ensuit le recrutement de plusieurs kinases telles que la PKA (protéine kinase A), CK1 
(Caséine Kinase 1) et GSK3p (Glycogen synthase kinase 3) (Cohen, 2003). La 
phosphorylation des Gli est perçue par la P-TrCP (beta-tranducin repeats containing 
protein), une E3-ubiquitine ligase, qui enclenche le ciblage au protéasome pour une 
dégradation subséquente. Gli 1 est entièrement dégradé tandis que Gli 3 n'est que 
partiellement tronqué en GH3R (Schrader et a l, 2011). Ce fragment possède une séquence 
de répression intrinsèque et agit en tant que répresseur (Widlund, 2006). Finalement Gli 2 
peut également agir comme répresseur puisqu'il possède un signal d'arrêt du protéasome, 
mais le clivage de Gli2 est moins efficace que celui de Gli3 (van den Brink, 2007).
1.5.3 La voie de signalisation active
En présence de Hh, la liaison à Ptc abolie son activité inhibitrice sur Smo (Figure 5). La 
liaison est favorisée par la présence des protéines transmembranaires Cdo (CAM-related 
down-regulated by oncogenes) et Boc (brother of Cdo) qui facilitent le rapprochement 
(Beachy et aï., 2010). Smo qui était stocké dans des vésicules est rapidement récupéré à la 
membrane. La p-arrestine semble impliquée dans ce réseautage (Cohen, 2003). Par la suite, 
GRK2, une kinase associée aux récepteurs couplés aux protéines G, intervient de façon 
encore inconnue dans l'activation de Smo et favorise la progression de la voie Hh (Philipp 
et a l, 2008). Les facteurs de transcription Gli transloquent au noyau où ils lient directement
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P ADN et recrute CBP (CRE-binding Protein) pour la transcription des gènes cibles (Cohen, 
2003). Les régulateurs du cycle cellulaire c-Myc et cycline D1 et E font partie de ces gènes 
régulés par les Hhs (Widlund, 2006). Les protéines Foxll, Foxfl, Foxa2 et Bmp4 sont 
également des cibles dans l’intestin (Katoh, 2006). Finalement, il existe un rétrocontrôle de 
la voie par la production d’inhibiteurs tels que Ptcl et Hhip (Hedgehog inhibitor protein) et 
d’activateur tel que Glil (Cohen, 2003).
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Figure 5. La voie de signalisation Hh
Représentation de la voie de signalisation Hh, avec la production des ligands par les 
cellules sécrétrices (haut). Les cellules réceptrices activent la cascade lors de la liaison des 
Hhs au récepteur Ptchl (gauche). Les facteurs de transcription Gli (bleu) transloquent au 
noyau. La protéine transmembranaire Smo est inhibé dans les cellules en absence de ligand 
par Ptchl et les Gli sont dégradés (droite). Il y a répression des gènes cibles, tel que les 
cyclines D et E et c-Myc ainsi que Glil, Ptcl et Hhip. Figure adaptée de Widlund, 2006.
1.5.4 Régulation négative de la signalisation
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En absence de ligand Hh, la signalisation est en mode inactif. Son inhibition basale 
est due à la présence du récepteur Ptc à la membrane. Il existe aussi d’autres protéines 
transmembranaires qui bloquent le signal Hh. C’est le cas de la Hhip qui possède un site de 
liaison de faible affinité pour les ligands. Au contraire de Cdo et Boc, Hhip est en 
compétition avec le récepteur et empêche l’activation de la voie (Beachy et al., 2010). La 
cellule utilise cette stratégie pour mettre fin au signal ou pour restreindre son amplitude. En 
effet, comme il a été mentionné plutôt, Ptcl et Hhip sont deux gènes cibles des Hhs 
(Widlund, 2006). En augmentant leur présence à la membrane, cela agit en tant que 
contrôle rétroactif négatif. En plus, les Gli répriment les niveaux de Cdo et de Boc 
disponibles (Cohen, 2003). Pour terminer, le glypican GPC3 permet l’endocytose des Hhs 
et leur dégradation. Il permet de maintenir un gradient adéquat par l’élimination tissulaire 
des ligands (Cohen, 2003).
1.5.5 Régulation positive de la signalisation
Les Hhs sont en contact avec les éléments de la matrice extracellulaire (MEC). Les 
protéoglycans de ce compartiment facilitent le mouvement tissulaire et présentent les 
ligands aux cellules réceptrices. De la même façon, Gasl (growth arrest spécifie genel), 
une glycoprotéine membranaire, régule de façon positive les Hhs au même titre que Cdo et 
Boc (Cohen, 2003). Il existe également un rétrocontrôle positif de la voie grâce à 
l’expression du facteur de transcription Glil. Celui-ci possède une activité 
transcriptionnelle supérieur à Gli2 et Gli3 (van den Brink, 2007). Il permet d’amplifier le 
signal Hh. Cela en fait un excellent marqueur d’activité pour cette signalisation (Cohen, 
2003).
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1.6 Les Hedgehogs dans le système gastro-intestinal
1.6.1 Formation de l’axe rostro-caudal
L’expression des Hhs débute lors du développement embryonnaire à E7.75 
(embryonique 7.75), soit 7.75 jours après la conception chez la souris. Ils sont essentiels 
pour la gastrulation et la formation du système gastro-intestinal par les feuillets 
embryonnaires (van den Brink, 2007). Plusieurs groupes se sont intéressés à la localisation 
des effecteurs dans ce système chez l’embryon murin. C’est au niveau de l’épithélium de 
l’estomac proximal que Shh est à son maximum puis il décroit dans l’intestin (Figure 6) 
(van den Brink, 2007). Ihh se présente sous un gradient inverse dans l’épithélium de 
l’estomac et son expression est constante dans l’intestin (Saqui-Salces et Merchant, 2010). 
Aucune étude n’est disponible pour Dhh. Finalement, le récepteur Ptc et les Gli sont 
retrouvés dans le mésenchyme et suivent le même patron d’expression que Shh (Mao et al.,
2010). À la fin de la gestation au stade E18.5, l’expression des Hhs est diminuée de façon 
temporaire jusqu’à la naissance (van den Brink, 2007).
Chez la souris adulte, les Hhs adoptent un nouveau patron d’expression (van den 
Brink, 2007). Comme au stade embryonnaire, Shh est présent dans un gradient décroissant 
dans l’épithélium de l’estomac. Cependant, son expression est difficilement perçue dans 
l’intestin (Figure 6) (Saqui-Salces et Merchant, 2010). Le patron d’Ihh semble conservé 
mais son expression est diminuée par rapport aux stades de développement. Dhh est présent 
dans l’estomac, mais exclus de l’intestin (Saqui-Salces et Merchant, 2010). Finalement, le 
récepteur Ptc, les effecteurs intracellulaires Gli et la protéine transmembranaire Smo sont 
tous retrouvés dans le mésenchyme et ne semblent pas varier (Saqui-Salces et Merchant, 
2010).
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Figure 6. Expression des effecteurs Hedgehogs dans le système gastro-intestinal
Localisation des effecteurs de la signalisation Hh selon l’axe rostro-caudal dans le système 
gastro-intestinal de l’embryon et de la souris adulte. Figure adaptée de Saqui-Salces et 
Merchant, 2010.
1.6.2 Formation de l’axe verticale dans l’intestin grêle
Les Hhs sont également impliqués dans la formation de l’axe vertical de la paroi 
intestinale. La formation de l’axe crypte-villosité chez la souris débute à E l4.5 avec 
l’apparition des villosités. Avant ce stade, l’épithélium provenant de l’endoderme est 
pluristratifié (Crosnier et al., 2006). Par contre, les cryptes ne sont formées qu’après la 
naissance et des régions intervillositaires les remplacent chez l’embryon. Ihh et Shh sont 
retrouvés dans ces régions à la base des villosités (van den Brink, 2007). Les récepteurs 
sont présents dans le mésenchyme provenant du mésoderme.
2
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Chez l’adulte suite à la complétion de l’axe, Ihh est retrouvé dans les entérocytes du 
haut de la villosité (Figure 7) (van den Brink, 2007). La détection de l’ARNm de Shh est 
limitée à quelques cellules épithéliales du bas de la crypte (van den Brink, 2007). Selon une 
étude récente, il semble que les cellules de Paneth produisent les Hhs de la crypte et que 
leurs précurseurs expriment Ptc (Vamat et al., 2006). Autrement, ce récepteur est retrouvé 
majoritairement dans les MFSEi qui longent la villosité et la niche de cellules souches (van 
den Brink, 2007). En dehors de la muqueuse, les cellules de la musculeuse expriment 
également les facteurs de transcription Gli (Kolterud et al., 2009).
Q B  Shh ARNm 
W Ê  Ihh ARNm 
B B  Ihh protéine 
Q  Ptc ARNm 
Ptc protéine
Villosité
Figure 7. Signalisation Hedgehog dans l’axe crypte-villosité de la souris adulte
L’ARNm d’ihh (rouge) débute à la jonction de la crypte et de la villosité alors que la 
protéine (mauve) est retrouvée plus haut. L’ARNm de Ptc (jaune) est limité aux 
myofibroblastes subépithéliaux (jaune) mais la protéine (rose) est aussi retrouvée dans 
quelques rares cellules épithéliales de la crypte, comme l’ARNm de Shh (vert). Figure 
adaptée de van den Brink, 2007.
1.63 Rôles des Hedgehogs dans le développement du système gastro-intestinal
Les effecteurs Hhs sont exprimés lors de la gastrulation chez la souris. Leurs rôles y 
semblent importants puisqu’une délétion simultanée de Shh et à'Ihh mène à une létalité
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précoce des embryons à E8.5 (Mao et al., 2010). Une délétion simple retarde la mortalité au 
jour de la naissance des souriceaux (Ramalho-Santos et al., 2000). Selon les observations, 
les Hhs ont à la fois des rôles communs et distincts dans le système gastro-intestinal. 
Premièrement, les embryons des souris Shh'7' et Ihh'7' présentent une malrotation du tube 
digestif et une réduction significative de l’épaisseur des muscles circulaires de l’intestin de 
21% et 34% respectivement (Ramalho-Santos et al., 2000). Les souris Ihh'7' présentent une 
forte dilatation des parois de l’estomac et de l’intestin avec une diminution de la 
prolifération des cellules des régions intervillositaires. Les villosités sont petites et peu 
nombreuses (Ramalho-Santos et al., 2000). Au contraire, les souris Shh'7' présentent un 
épaississement des muqueuses de l’estomac et de l’intestin avec une occlusion du 
duodénum causée par un allongement anormal des villosités. Finalement, en absence de 
Shh, l’épithélium gastrique présente des caractéristiques intestinales avec la présence 
d’enzymes digestives de la bordure en brosse (Ramalho-Santos et a l, 2000). En résumé, les 
Hedgehogs soutiennent le développement du tube digestif où ils ont des rôles à la fois 
communs et distincts dans la compartimentalisation et la prolifération cellulaire.
1.6.4 Rôles des Hedgehogs dans la formation de Taxe crypte-villosité
L’utilisation de modèles de transgénèse a permis d’élucider les rôles des Hhs dans le 
système gastro-intestinal après l’embryogenèse. À la naissance, l’épithélium intestinal des 
souris de type sauvage présente des villosités formées de cellules différenciées et des 
régions intervillositaires formées de cellules prolifératives (Figure 8A) (Crosnier et a l, 
2006). En forçant une expression soutenue de l’antagoniste Hhip à l’épithélium intestinal 
durant l'embryogenèse ( Villine-Hhip), la compartimentalisation cellulaire est défectueuse et 
des zones prolifératives ectopiques sont retrouvées dans les villosités, créant des 
embranchements (Figure 8B) (Madison et a l, 2005). Ces résultats démontrent que les Hhs 
sont impliqués dans la formation de l’axe crypte-villosité et sont responsables de la 
restriction des cellules prolifératives aux régions intervillositaires.
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Figure 8. Les Hedgehogs régulent la formation des villosités chez la souris
Représentation schématique de l’intestin grêle à la naissance chez la souris de type sauvage 
(A) et Villine-Hhip (B). Chez les souriceaux de type sauvage, les cellules différenciées 
(mauve) et les précurseurs prolifératifs (rouge) sont compartimentées. Dans le modèle 
Villine-Hhip, la compartimentalisation est défectueuse avec des cellules prolifératives 
ectopiques. Figure adaptée de van den Brink, 2007.
1.6.5 Rôles des Hedgehogs sur la prolifération dans l’intestin de la souris adulte
Une deuxième étude s'est intéressée à l'inhibition de la voie Hh en utilisant une 
expression plus tardive et moins prononcée de Hhip afin de prolonger l'espérance de vie des 
souris transgéniques. Chez leur souris Villine-Hhip, l’inhibition constitutive des Hhs 
engendre la formation de régions prolifératives ectopiques avec un nombre accru de 
cellules progénitrices (Zacharias et al., 2011). D’ailleurs, le compartiment cryptai des 
souris adultes Villine-Hhip fait presque le double de la longueur des souris normales. 
Ensuite, des cellules prolifératives sont présentes de façon aberrante dans le bas de la 
villosité alors que les cellules épithéliales de la villosité sont habituellement différenciées et 
non prolifératives (Zacharias et a i, 2011). Cette mauvaise localisation corrèle avec une 
position anormale des MFSEi par un marquage de l’a-actine de muscle lisse (Zacharias et 
al., 2011). Ces cellules mésenchymateuses reçoivent les signaux Hhs. Ils sembleraient donc 
que la compartimentalisation de l’axe crypte-villosité et la restriction du nombre de cellules
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progénitrices soient coordonnées par les Hhs autant chez le souriceau que chez la souris 
adulte.
1.6.6 Rôles d’Indian Hedgehog sur la signalisation Wnt
Afin de mieux comprendre les mécanismes coordonnés par les Hhs pour le contrôle 
de la prolifération cellulaire, des modèles in vitro ont été utilisés. Lors de l’ajout d’Ihh dans 
les cellules de cancer colorectal DLD-1, une diminution de la prolifération a été observée 
(van den Brink et al., 2004). Ihh contrôle la quantité de (3-caténine et de son facteur de 
transcription associé TCF4 (transcription factor 4) dans le noyau. Il limite donc 
l’expression des gènes cibles de Wnt, telle que la cycline Dl, un régulateur du cycle 
cellulaire (van den Brink et al., 2004). Bien que le modèle DLD-1 ne soit pas infaillible 
puisqu'il suggère une signalisation autocrine qui est absente chez les souris, des études in 
vivo ont également montré qu'Ihh peut réguler la signalisation Wnt (van Dop et al., 2010). 
Suite à une délétion inductible du ligand, le nombre de noyau marqué positivement pour la 
P-caténine se trouve augmenté de façon significative (van Dop et al., 2010). Chez la souris 
adulte, Ihh, présent dans les cellules différenciées permettrait sans doute de limiter la 
prolifération au niveau des cryptes en abolissant l’activité Wnt et les effecteurs du cycle 
cellulaire dans les villosités.
1.6.7 Rôles des Hedgehogs dans la différenciation de l’épithélium
Bien que la signalisation Hh soit majoritairement paracrine dans l’intestin, elle 
influence la différenciation des cellules épithéliales. D’ailleurs, une activation constitutive 
de la voie mène à une diminution du nombre de cellules progénitrices et à une 
différenciation prématurée des entérocytes (van Dop et a l, 2009). Au contraire, une 
délétion inductible à'Ihh mène à une destruction de la bordure en brosse et à une perte 
progressive de la phosphatase alcaline (Figure 9) et de l’expression de plusieurs enzymes 
digestives des cellules absorbantes (van Dop et al., 2010). Les Hhs sont donc impliqués
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dans la différenciation des entérocytes et Ihh joue un rôle prédominant. Dans un second 
temps, les cellules de Paneth expriment les Hhs, mais leurs rôles à ce niveau ne sont pas 
encore connus (Vamat et al., 2006). Finalement, aucune donnée ne relie la signalisation aux 
cellules caliciformes. Il semble donc primordial d’établir les rôles spécifiques de différents 
ligands Hhs dans la différenciation cellulaire intestinale pour mieux comprendre leurs 
implications lors des pathologies, telles que les maladies inflammatoires intestinales.
contrôle Ihh mutant
contrôle 1 mois 2 mois 4 mois
Figure 9. Ihh est impliqué dans la maturation des entérocytes
Microscopie électronique à transmission (A) de la bordure en brosse chez des souris 
contrôles et suite à la délétion inductible A'Ihh chez la souris. Coloration de la phosphatase 
alcaline (B) qui diminue progressivement et disparait après 4 mois suite à l’induction. 
Figure adaptée de van Dop et a i, 2010.
1.6.8 Rôles des Hedgehogs dans la différenciation du mésenchyme
La signalisation Hh influence la différenciation des cellules mésenchymateuses 
dont celle des MFSEi, des CML et des cellules immunitaires. Premièrement, les Hhs
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affectent les MFSEi. Ils restreignent leur présence au mésenchyme à proximité de la crypte 
(Zacharias et al., 2011). Également, Ihh permet la maturation des précurseurs des MFSEi et 
l’accumulation de l’actine de muscle lisse (Kosinski et a l,  2010). Finalement, ces cellules 
semblent répondre directement aux signaux Hh in vitro. (Madison et a l, 2005). Dans un 
second temps, les CML et leurs précurseurs sont aussi des cibles des Hhs. La muscularis 
mucosae et la lamina propria dénombrent moins de cellules différenciées et davantage de 
précurseurs dans le modèle murin Villine-Hhip adulte (Zacharias et a l, 2011). Les Hhs 
seraient donc des signaux paracrines pour la différenciation des CML dans l’intestin. Ce 
processus semble être dépendant d’Ihh dont les modèles de transgénèse présentent des 
phénotypes semblables (Kosinski et a l, 2010). Finalement, les cellules immunitaires sont 
une dernière cible des Hhs (Zacharias et a l, 2010). Les souris Villine-Hhip démontrent des 
signes d’inflammation intestinale à partir de 6 mois après la naissance suggérant que les 
Hhs contrôlent la réponse inflammatoire par ces cellules immunitaires dans la tolérance aux 
bactéries de la lumière (Zacharias et al., 2011). Lors de la délétion à'Ihh, une accumulation 
progressive de macrophages, de neutrophiles et de cellules T est observée (van Dop et a l, 
2010). Tous ces résultats impliquent les Hhs dans la différenciation du mésenchyme 
intestinal et au contrôle de l’homéostasie.
1.7 Les maladies inflammatoires intestinales
1.7.1 La maladie de Crohn et la colite ulcéreuse
Les maladies inflammatoires intestinales (Mil) touchent plus de 200 000 canadiens 
avec 9 000 nouveaux cas par année. Aux États-Unis, 1 personne sur 250 en sont atteintes 
(Flaherty, 2011). Il existe deux Mil principales, soit la maladie de Crohn (MC) et la colite 
ulcéreuse (CU) (Xavier et Podolsky, 2007) (Figure 10). Les Mil sont une inflammation 
aberrante et non contrôlée du tube digestif. Dans le cas de la MC, l’inflammation touche 
toutes les parties, de la bouche à l’anus, mais l’iléon est le plus souvent atteint. 
L’inflammation est sévère et s’attaque à toutes les couches de la paroi. Pour la CU, 
l’inflammation est restreinte à la muqueuse et à la sous-muqueuse du côlon distal et du 
rectum uniquement (Kaser et al., 2010). La cause exacte des Mil n’est pas connue. Elles
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seraient le résultat d’accumulation de plusieurs facteurs génétiques et environnementaux 
résultant en une activation aberrante du système immunitaire (Xavier et Podolsky, 2007). 
De nombreux patients ont recours à l’utilisation d’agents anti-inflammatoires ou à 
l’ablation des zones inflammées, mais aucun traitement n’élimine la maladie. C’est 
pourquoi il est primordial d’élucider les rôles de chacun des facteurs dans le développement 
de ces pathologies et d’améliorer les traitements disponibles.
Colit*
u lcérauM
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Crohn
Figure 10. Les principales maladies inflammatoires intestinales
Les deux principales maladies inflammatoires intestinales sont la maladie de Crohn et la 
colite ulcéreuse. La maladie de Crohn affecte le système gastro-intestinal par section et la 
colite ulcéreuse affecte le côlon distal seulement. Figure adaptée de Flaherty, 2011.
1.7.2 Les Hedgehog dans les maladies inflammatoires intestinales
Comme il a été mentionné plus tôt, la délétion des Hhs mène à de l’inflammation 
spontanée dans l’intestin chez la souris (van Dop et al., 2010). Chez l’humain, un 
polymorphisme a été retrouvé dans le gène codant pour Glil chez une cohorte de 5 000 
patients européens atteints de maladie de Crohn et de colite ulcéreuse (Lees et al., 2008). 
Cette mutation entraine une activité transcriptionnelle réduite de ce facteur de transcription. 
De plus, en introduisant Glil avec une activité transcriptionelle diminuée chez la souris, 
l’apparition de la colite ulcéreuse et de ses symptômes sont plus importants que chez les
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souris de type sauvage lors d’un traitement au DSS (Lees et al., 2008). Ces données 
suggèrent qu’une activation soutenue des Hhs préviendrait le développement des Mil en 
régulant l’équilibre de la muqueuse intestinale.
1.8 Projet de recherche et hypothèse
Les données littéraires présentées jusqu’à maintenant ont montré l’importance de la 
signalisation Hh dans la formation du système gastro-intestinal. Elle est également 
impliquée dans le maintien de l’homéostasie chez l’adulte où elle influence la prolifération 
et la différenciation cellulaire. L’attribution des rôles spécifiques à chacun des ligands est 
importante puisque les Hhs sont modulés dans diverses pathologies humaines. À ce jour, la 
littérature relie Ihh à un contrôle négatif de la voie de Wnt et à la différenciation des 
entérocytes, des MFSEi ainsi que des cellules musculaires lisses de la muqueuse intestinale. 
Toutefois, aucun rôle précis pour Shh n ’est connu au niveau de l’intestin adulte. Nous 
avons donc voulu approfondir les rôles de Shh in vivo dans la prolifération et la 
différenciation cellulaire épithéliale de l’intestin murin adulte. L'hypothèse de recherche 
soutenant ces travaux suppose que Shh a des rôles distincts d'Ihh et qu'il participe dans la 
prolifération et la différenciation épithéliale de l'iléon et du côlon. De plus, puisque Ihh 
régule l’attraction des cellules immunitaires à la muqueuse, nous avons supposés que la 
signalisation devait être dérégulée en présence de MIL Nous nous sommes donc intéressés 
à l’implication des Hhs dans les Mil et plus spécifiquement à l’impact de la délétion de Shh 
dans le développement de la CU. Nous avons émis l'hypothèse que la signalisation Hh est 
impliquée dans le développement des Mil et que la délétion de Shh entraine une 
susceptibilité accrue à la CU.
L’étude des rôles de Shh in vivo dans la prolifération et la différenciation des 
cellules épithéliales chez la souris adulte a été possible grâce au système de transgénèse 
Cre-loxP (Nagy et al., 2009). Ce système bigénique permet la délétion de Shh au niveau de 
l’épithélium de l’intestin et du côlon exclusivement. La délétion est complète dès le stade 
E l5.5 puisque la Cre recombinase est sous le contrôle du promoteur de la Villine (Madison
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et al., 2002). L’homéostasie de l’épithélium intestinal et colique est ensuite analysée chez 
les souris expérimentales. Les phénotypes observés permettent de faire la lumière sur les 
rôles de Shh dans l’intestin murin adulte. De nombreuses analyses ont été réalisées afin 
d’étudier la prolifération et la différenciation des quatre types cellulaires épithéliaux. Des 
techniques de coloration sur coupes histologiques, des immunofluorescences, de la 
microscopie électronique à transmission, du PCR quantitatif, et des mesures 
morphométriques ont été utilisées. Les rôles de Shh ont ensuite été comparés avec ceux 
retrouvés dans la littérature pour Ihh. Pour çe qui est de l’implication des Hhs dans 
l’inflammation, l’expression en PCR quantitatif de plusieurs effecteurs Hhs a été mesurée 
chez des humains et des souris atteints de MIL Pour l’humain, des cDNA disponibles 
commercialement pour la MC et la CU ont été employés. Chez la souris, un traitement au 
DSS a été effectué afin de simuler une CU. Pour les souris modifiées génétiquement pour 
Shh, suite au traitement, les signes cliniques de la colite ont été évalués grâce à la charte de 
l’index de la maladie. Finalement, l’inflammation de la muqueuse a été mesurée sur des 
coupes histologiques grâce au score histologique.
L’attribution des rôles de Shh dans la prolifération et la différenciation de 
l’épithélium permettra de mieux comprendre son implication dans l’homéostasie intestinale 
adulte. Cela permettra également de comprendre les mécanismes régulés par les Hhs dans 
les maladies inflammatoires intestinales.
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II. MATÉRIELS ET MÉTHODES
2.1 Système Cre-loxP
Le système bigénique Cre-loxP est utilisé chez la souris pour moduler l’expression 
d’un gène d’intérêt avec un contrôle spatio-temporel (Nagy et al., 2009). C’est une 
excellente alternative à un problème de mortalité embryonnaire, comme c’est le cas pour la 
délétion de Shh. La Cre recombinase est un enzyme qui reconnaît deux séquence consensus 
d’ADN, appelé loxP. Elle les recombine et excise le fragment d’ADN placé entre les deux 
séquences ainsi qu’un loxP. Pour ce projet, le deuxième exon de Shh est placé entre les 
deux séquences loxP par manipulation génétique (Dassule et al., 2000). Ensuite, la Cre est 
placée suite au promoteur de la Villine. Cette protéine est exprimée dans l’épithélium de 
l’intestin et du côlon au stade E12.5 et plus fortement à E l5.5 (Madison et al., 2002). 
L’utilisation du promoteur de la Villine' permet donc un contrôle spatio-temporel de 
l’expression de la Cre recombinase.
2.2 Utilisation des souris transgéniques
Deux lignées de souris fondatrices ont été utilisées dans cette étude. Elles sont 
présentées dans le tableau 1. La première, VillineCTe/+, exprime la Cre recombinase et est 
maintenue hétérozygote pour limiter les conséquences de l’insertion aléatoire du transgène. 
La lignée Shh loxP/loxP possède deux allèles avec la construction loxP. Les souris sont 
gardées dans une unité de souris transgéniques à la Faculté de médecine et des sciences de 
la santé de l’Université dè Sherbrooke (FMSS). Elles ont accès à une cage propre, à de la 
nourriture et à de l’eau fraiche tous les jours. Elles sont régulièrement visitées par un 
vétérinaire et ont accès aux soins si nécessaire. Les expérimentations effectuées sur les 
souris ont été préalablement approuvées par le comité facultaire d’éthique animale. Toutes 
les personnes qui ont manipulé les souris ont suivi un cours théorique et pratique sur 
l’utilisation du modèle murin en laboratoire.
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Tableau 1. Lignées de souris utilisées
Lignées de souris 
fondatrices Race Source Référence
VillineCrd+ C57BL/6 Dr. Gumucio Madison et al., 2002
Shh loxP/loxP 129Svev Jackson laboratory stock # 004293
2.3 Lignées de souris utilisées et croisement
Différents croisements ont été réalisés pour maintenir les colonies de souris 
fondatrices (croisements 1 et 2) et pour l’obtention des souris expérimentales (croisement 
3) (Tableau 2). Lors du troisième croisement, la descendance ne possédant aucun allèle 
avec la Cre recombinase est utilisée en tant que contrôle pour évaluer l’état basai de la 
muqueuse intestinale. Les souris avec le génotype VillineCre/+; ShhloxPn°xP sont celles qui 
expriment la Cre et ont la délétion de Shh. Elles sont utilisées comme souris expérimentales 
et représentées par l’abréviation ShhAmc.
Tableau 2. Croisements des souris fondatrices et expérimentales
Croisement Souris fondatrices Raceobtenue
Génotype
voulu
Ratio
mendélien
1 Shhlo,p/loxP
X
ShhloxP/loxP
129Svev ShtimrnoxP 100%
2 VillineCrd+
X
Shh loxP/loxP
FI hybride VillineCrd+; Shh loxP/+ 50%
3 VillineCrd+\Shh^h
X
loxP/loxP
F2 hybride VilIineCTel+;S W j lo*P/loxP 25%
2.4 Identification génétique des souris
À l’âge de 6 à 10 jours, un bout d’orteil est prélevé à chaque souriceau. Cela permet 
l’identification physique et génétique des individus grâce à l ’ADN génomique extrait des 
orteils. Celles-ci sont préalablement digérées par la protéinase K (20pL/ml) (Roche, 
Penzberg, Allemagne) pour une période de 18 heures à 57°C. L’ADN génomique est 
ensuite extrait par la technique commerciale «Spin Doctor Genomic DNA Prep» vendue 
par la compagnie Gérard Biotech (Oxford, OH). Le génotypage des souriceaux est fait par 
réaction de polymérase en chaîne (PCR) (Appareil : Eppendorf Mastercycler EpgradientS). 
Chaque réaction contient une concentration finale de IX de tampon d ’amplification 
(500mM KC1, 15mM MgCh, lOOmM Tris-Cl pH 8), 0,5uM de chacune des amorces (IDT, 
Coralville, IA), 1 unité d’enzyme d’amplification et 0,5mM de dNTPs (Invitrogen). Un 
volume de IuL d’ADN génomique est utilisé et le tout est complété à 20pL. Les séquences 
des amorces et les conditions PCR sont présentées dans le tableau 3. Les amplicons obtenus 
suite au PCR sont observés sur gel d’agarose 2% (Bio-Rad) après une migration à 110 
Volts (Power-Pac 1000, Bio-Rad) de 25 minutes pour VilIineCre/+ et de 45 minutes pour 
Shhk,xP/k,xP, ShhloxP/+ et Shh +/+.
Tableau 3. Amorces et conditions pour PCR de génotypage des souriceaux
Génotype
ciblé
Amorces utilisées T° app.(°C)
Nb
cycles
Amplicon
(pbs)
VillineCrd+
5’-TGC CAC GAC CAA GTG ACA GCA ATG-3’ 
5’-ACC AGA GAC GGA AAT CCA TCG CTC-3’ 55 40
340
Shh loxp/|o*P 
Shti™** 
Shh +/+
5’-ATG CTG GCT CGC CTG GCT GTG GAA-3’ 
5’-GAA GAG ATC AAG GCA AGC TCT GGC-3’ 65 35
450 (WT) 
485 (loxP)
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2.5 Traitement Dextran sulfate de sodium
Le traitement au Dextran sulfate de sodium (DSS) de poids moléculaire entre 
36,000-50,OOOg/Mol (MP Biomedicalsl cat#160110) est utilisé comme modèle de colite 
ulcéreuse chez la souris. Il provoque l’inflammation de la partie distale du côlon (Whittem 
et a l, 2010). La poudre est dissoute dans l’eau de boisson à 3%p/v pour les souris ShhAJEC 
et à 4%p/v pour les souris CD1 de type sauvage utilisées pour étudier les MIL Au bout de
2,4  ou 7 jours de DSS, les souris sont sacrifiées et les extraits sont prélevés. L’âge ciblé est 
de 2 à 3 mois, représentant le jeune adulte chez l'humain. À tous les matins de la durée du 
traitement, les souris sont pesées et la présence de diarrhée et de saignements sont notés. 
Les signes cliniques de la colite sont évalués lors du sacrifice selon la charte de l’index de 
la maladie (DAI) (Tableau 4) (Cooper et a l, 1993). La présence de saignements rectaux, la 
consistance et le sang dans les fèces ainsi que le rétrécissement de la longueur du côlon et 
la perte de poids sont mesurés. Ensuite, à l’aide de coupes histologiques, l’inflammation de 
la muqueuse est mesuré par le score histologique sur une échelle de 4 points se basant sur 
l’intensité de l’inflammation et sur l’étendue des dommages (Tableau 5) (Dieleman et al., 
1996)
Tableau 4. Index de la colite ulcéreuse chimique (DAI) induite au DSS
Critères DAI Symptômes Critères DAI Symptômes
1
Consistance 
des fèces
0 Fèces formées et dures
3
Sang dans 
les fèces
0 Pas de sang
1 Fèces moins définies 1 Sang léger
2 Complètement mou 2 Fèces colorées également
4 Vide 4 Gorgés de sang
2
Saignement
rectaux
0 Aucun
4
Dureté du 
côlon
0 Pas de différence
1 Sang léger, séché 1 25% atteint (gonflé)
2 Début de saignement 2 50%
4 Saignements abondants
3 75%
4 100%
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Tableau 5. Score histologique de la colite ulcéreuse chimique induite au DSS
Critères Pointage Observations
Sévérité de l ’inflammation
0 aucune
1 léger (quelques endroits; <25% du champ)
2 modéré (> 25-50% du champ)
3 sévère (>50% à 100% du champ)
Étendue de l’inflammation
0 aucune
1 muqueuse
2 muqueuse et sous-muqueuse
3 transmurale
Dommages aux cryptes
0 aucun
1 premier 1/3 du bas atteint
2 les 2/3 du bas atteint
3 seulement l’épithélium de surface restant
4 inflammation de l’épithélium entier
2.6 Sacrifice des souris et récupération des tissus
Avant le sacrifice des souris, celles-ci sont endormies par l’injection de lpL  par 
gramme de poids corporel de chlorhydrate de kétamine (Bioniche, Belleville, ON). La 
méthode approuvée par le comité éthique de la FMSS pour le sacrifice des souris est la 
dislocation cervicale. Lors de la dissection, les organes à l ’étude sont prélevés de la souris, 
lavés dans du PBS IX froid et déposés sur une plaque de verre dans un bac de glace. Des 
analyses macroscopiques, tels que la mesure et la pesée des organes se font rapidement. La 
prise des signes cliniques de la colite se fait lors du sacrifice au besoin. Les tissus sont 
ensuite coupés et placés dans les solutions appropriées afin d’en faire des coupes 
histologiques, de la microscopie électronique ou pour l’extraction de protéines et d ’ARN.
- 3 4 -
Les tissus sont conservés à 4°C pour les coupes histologiques ou congelés rapidement dans 
de l’azote liquide et conservés à -80°C pour les extraits tissulaires.
2.7 Fixation des tissus et inclusion dans la paraffine
La FMSS offre un service de phénotypage pour la circulation et l’inclusion en 
paraffine des tissus. Avant tout, des fragments d’intestin ou de côlon sont placés dans une 
solution de paraformaldéhyde (PFA) 4%p/v (Fisher) pour une période de 16 heures. Ils sont 
ensuite rincés deux fois à l’éthanol 70%. Les morceaux ainsi fixés peuvent être conservés 
pendant un long moment dans de l’éthanol 70% ffaiche à 4°C. Les étapes suivantes de 
circulation sont réalisées à l’aide du Thermo Shandon Citadel 2000 (Thermo Scientific, 
sérial #00195). Les tissus déposés dans des cassettes individuelles sont placés à l’intérieur 
de l’appareil qui les plongent tout à tour dans diverses solutions (Tableau 6). Ce processus 
donne de la rigidité au tissu qui devient plus malléable et garde sa forme. Ensuite, ils sont 
coulés dans un bloc de paraffine puis coupés en fines tranches de 5 microns d’épaisseur sur 
des lames chargées (Fisherbrand) à l’aide d’un microtome (American Optical Co. Spencer- 
820).
Tableau 6. Étapes de circulation des tissus avant leur inclusion dans la paraffine
Étapes Solution Durée et répétitions
1 Éthanol 70% 1 heure
2 Éthanol 75% 1 heure
3 Éthanol 90% 1 heure
4 Éthanol 95% 1 heure
5 Éthanol 100% 1 fois 1 heure + 2 fois lh30
6 Xylène 3 fois 1 heure
7 Paraffine 60°C 2 fois 2h20
- 3 5 -
2.8 Coloration Hématoxyline et éosine
La coloration Hématoxyline et éosine (H&E) est couranunent utilisée pour mettre 
en évidence les structures morphologiques d ’un tissu. L’hématoxyline colore les structures 
basophiles chargées négativement, telles que les noyaux et l’éosine marque les structures 
acidophiles présentes dans le cytoplasme. Avant la coloration, une étape de déparaffinage et 
de réhydratation est effectuée sur les coupes histologiques (Tableau 7). Les lames sont 
ensuite déposées dans une solution d’hématoxyline (Dako) pendant 3 minutes. Pour enlever 
l’excès de colorant, les lames sont lavées avec de l’eau courante à faible débit pendant 5 
minutes. Puis, elles sont déposées dans une solution de l%v/v acide alcool (HCl/EtOH 
95%) pour 30 secondes et relavées à l’eau courante 1 minute. De la même façon, les lames 
sont trempées dans une solution d’eau ammoniacale 0 ,2%v/v pendant 1 minute et relavées 
à l’eau courante 5 minutes. Finalement, les tissus sont contre-colorés avec de l’éosine 
(Fluka Sigma-Aldrich) pendant 1 minute 30 secondes. Avant de monter les lames, les tissus 
sont déshydratés dans des bains successifs (2 minutes d’éthanol 70%, 2 fois 2 minutes 
d’éthanol 95%, 2 fois 2 minutes d’éthanol 100% et 5 minutes de xylène). Après séchage, 
une goutte de Veçtamount (Vector labs) est placée sur chaque lame avec une lamelle à 
microscopie (VWR). Le microscope utilisé pour la visualisation des coupes histologiques 
est l’appareil Leica Mycrosystem DM LB2.
Tableau 7. Étapes de déparaffinage et de réhydratation des tissus pour coloration
Étapes Solution Durée et répétitions
1 Chauffer à 60°C 20 min, 1 fois
2 Xylène 5 min, 2 fois
3 Éthanol 100% 2 min, 2 fois
4 Éthanol 95% 1 min, 2 fois
5 Éthanol 80% 1 min, 1 fois
6 Éthanol 70% 1 min, 1 fois
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2.9 Coloration alcian bleu
La coloration à l’alcian bleu permet de marquer les mucines acides produites par les 
cellules caliciformes. Les tissus sont premièrement déparaffinés et réhydratés comme décrit 
dans le tableau 7. Ensuite, les lames sont plongées dans une solution d’acide acétique 
3%v/v durant 3 minutes. L’excès est enlevé et les tissus sont plongés dans une solution 
d’alcian bleu 1% dans 3% d’acide acétique pH2,5 (Poly Scientific) pour 30 minutes. Une 
étape de lavage de 10 minutes à l’eau courante vient ensuite. Une contre coloration pour les 
noyaux est effectuée en utilisant le Nuclear Fast Red 0,1% (Poly Scientific) pour 45 
secondes. L’excès est rincé rapidement à l’eau courante. Finalement, les lames sont 
déshydratées et montées de la même façon que décrite pour la coloration H&E. Les 
décomptes cellulaires sur 20 à 30 axes cryptes-villosités sont effectués sur 4 souris de 
chacun des génotypes et de façon aveugle.
2.10 Coloration Periodic acid shift
Une coloration Periodic acid shift (PAS) permet de marquer les mucines neutres et 
basiques produites par les cellules caliciformes. Les tissus sont premièrement déparaffinés 
et réhydratés comme décrit dans le tableau 7. Ensuite, les lames sont plongées dans une 
solution d’acide Périodique (Sigma-Aldrich) pour 5 minutes. Après l’incubation, les lames 
sont rincées rapidement à l’eau courante. Quelques gouttes de la solution Shift Reagent 
(Sigma-Aldrich) sont placées sur les tissus pour 15 minutes avant de laver de nouveau sous 
l’eau courante pour 5 minutes. Une contre coloration à l’hématoxyline (Sigma-Aldrich) 
pour 90 secondes permet de mettre en évidence les noyaux. Finalement, les lames sont 
déshydratées et montées de la même façon que décrite pour la coloration H&E. Les 
décomptes cellulaires sur 20 à 30 axes cryptes-villosités sont effectués sur 4 souris de 
chacun des génotypes et de façon aveugle.
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2.11 Immunofluorescence
Une immunofluorescence (IF) permet de localiser et d’évaluer qualitativement 
différentes protéines sur des coupes histologiques. Au niveau de l’intestin, PCNA permet 
de visualiser les cellules prolifératives alors que le lysozyme, la CgA, iFABP et UEA1 sont 
utilisés pour valider le statut de différenciation de l’épithélîum. Les tissus sont 
premièrement déparaffinés et réhydratés comme décrit dans le tableau 7. Par la suite, les 
tissus réhydratés sont rincés à l’eau et plongés dans de l’acide citrique lOmM à pH6.0 
(Fisher). Les lames sont alors chauffées dans cette solution pour une ébullition de 10 
minutes à intensité maximale dans un four microonde (Goldstar GMS-1124TW). Cette 
étape est importante lors de l’utilisation de PFA comme fixateur. Elle permet de démasquer 
les antigènes en brisant les liaisons aldéhydes. Une fois refroidis, les tissus sont rincés à 
l’eau courante pour 10 minutes. La solution utilisée pour le blocage de 45 minutes et pour 
la dilution des anticorps est le PBT composé de BSA 2% (Sigma-Aldrich), de TritonX-100 
0,1% et de PBS IX frais. Après le blocage, l’excédent est éliminé et 200pL de la dilution 
de l’anticorps primaire sont ajoutés sur les tissus (Tableau 8). Afin de limiter l’évaporation 
des anticorps, les lames sont conservées à plat dans une chambre humide à 4°C pour une 
période de 16 heures. Pour les anticorps précouplés au FITC, tel qu’UEAl, l’incubation est 
de 2 heures à 37°C dans une chambre humide dans le noir.
Suite à l’incubation de l’anticorps primaire, l’excédent est bien rincé grâce à trois 
lavages consécutifs de 5 minutes dans le PBS IX. Une dilution de 1/200 des anticorps 
secondaires (Santa Cruz) couplés à un fluorophore sont ensuite ajoutés sur les tissus. 
L’incubation se fait dans une chambre humide à l’abri de la lumière et à température pièce 
pendant 2 heures. Pour la lectine-UEA, cette étape n’est pas nécessaire. Les lames sont 
ensuite lavées 2 fois 5 minutes avec du PBS IX. Avant de monter les lames, une contre- 
coloration à l’Évan bleu (Fisher) et avec le DAPI (Sigma D9542) pour 45 secondes puis 2 
lavages de 5 minutes avec du PBS IX permet de mettre en évidence les structures 
morphologiques du tissu et les noyaux respectivement. Les lamelles (VWR, West Chester, 
PA) sont montées sur les lames à l’aide d’une goutte de Vectashield™ (Vector,
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Burlingame, CA). Les lames sont conservées à 4°C dans le noir jusqu’à l’analyse. Le 
microscope utilisé est l’appareil Leica Mycrosystem. DM LB2. Dans certain cas, les 
cellules marquées par le fluorophore sont comptées sur 20 à 30 axes cryptes-villosités sur 4 
souris de chacun des génotypes et de façon aveugle.
Tableau 8. Liste et dilution des anticorps utilisés en immunofluorescence
Anticorps Dilution Espèce* Fournisseur
Chromogranine A (CgA) 1/1000 Lapin Immunostar
Intestinal fatty acid-binding 
protein (iFABP) 1/500 Lapin
Don du Dr. Gordon, 
Washington University 
School o f Medicine
Lysozyme (Lyz) 1/800 Lapin Dako
Proliferating cell nuclear 
antigen (PCNA) 1/750 Lapin Abcam
Ulex europaeus lectins 
(UEA1) 1/1000 - Sigma
* Les anticorps secondaires couplés au FITC sont dilués à 1/200 et proviennent de la 
compagnie Santa Cruz.
2.12 Essai TUNEL
L’essai TUNEL permet de marquer les extrémités des fragments d ’ADN chez les 
cellules apoptotiques. Les tissus sont premièrement déparafïmés et réhydratés comme 
décrit dans le tableau 7. Par la suite, les tissus réhydratés sont rincés à l’eau et traités à la 
protéinase K de Roche 1:1000 dans du Tris-HCl lOmM pH7.5 pendant 7 minutes. Après le 
traitement, les lames sont lavées 2 fois 5 minutes dans le PBS IX. L’essai TUNEL est 
réalisé à l’aide du kit In Situ Cell Death détection kit, Fluorescein (Roche). Une dilution de 
1/20 de l’enzyme est mise sur les tissus pendant 60 minutes à 37°C dans une chambre 
humide et dans le noir. Ensuite, les lames sont rincées 3 fois 5 minutes dans le PBS IX. 
Avant de monter les lames, une étape de contre coloration avec l’Évan bleu et le DAPI sont
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nécessaires (voir IF). Les lames sont montées et conservées de la même façon que pour une 
IF normale. Un marquage des cellules contenues dans la lumière intestinale est couramment 
observé lors de l’essai TUNEL. Les décomptes cellulaires sur 20 à 30 axes cryptes- 
villosités sont effectués sur 4 souris de chacun des génotypes et de façon aveugle.
2.13 Microscopie électronique
Lors du sacrifice des souris, de petits morceaux de 2mm provenant de l’iléon, du 
côlon proximal et du côlon distal sont placés dans un tampon cacodylate de sodium 0,1M 
pH 7,4 (CACO). La fixation des tissus est réalisée par le glutaraldéhyde 2,5% dans du 
tampon CACO au moins 2 heures, idéalement plus longtemps. Les échantillons peuvent 
séjourner dans ce fixateur plusieurs jours. Ensuite, les tissus sont rincés dans le tampon 
CACO 2 X 5  minutes. Une étape de post-fixation est nécessaire avec du tétroxyde 
d’osmium (OSO4) 1% dans du tampon CACO de 60 à 90 minutes. Les tissus sont rincés 
dans le tampon CACO 2 fois 5 minutes et déshydratés comme dans la section 2.8 pour la 
coloration H&E, à l’exception du xylène qui est remplacé par de l’oxyde de propylène 3 
fois 5 minutes. Les dernières étapes sont l’infiltration avec de l’oxyde propylène et de 
l’épon (1:1 X 1 heure) plus deux fois 1 heure avec seulement de l’épon que l’on laisse 
toute la nuit. La polymérisation s’effectue sur 2 jours à 65°C. Finalement, l’appareil utilisé 
pour l’observation des lames en microscopie électronique à transmission est Hitachi H- 
7500.
2.14 Extraction d’ARNm
Lors de la dissection des souris, une portion de chaque segment de l’intestin grêle, 
du côlon proximal et du côlon distal est coupée en petits morceaux, déposée dans un 
Eppendorf de 2mL contenant lmL de solution de dénaturation (Ambion) et congelée avec 
de l’azote liquide. Les morceaux sont ensuite homogénéisés à l’aide d’un Polytron 
(Brinkmann Instruments) pour briser le tissu. Les ARNs sont extraits de l’homogénat à
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l’aide du kit Totally RNA™ de la compagnie Ambion. La première extraction liquide- 
liquide est effectuée avec l’ajout de lmL de phénol : chloroforme IAA (Ambion). Les tubes 
sont agités vigoureusement pendant une minute. L’alcool LAA (Isoamyl alcohol) permet 
l’inactivation des RNases. Les tubes sont placés sur glace pendant 5 minutes. Après, ils 
sont centrifugés à 12 000g (Micromax ; ThermoIEC) pendant 10 minutes à 4°C. Toujours 
sur glace, lOOpL d’acétate de sodium (Ambion) est ajouté à la phase aqueuse et bien 
mélangé. La seconde extraction est effectuée avec lmL de phénol : chloroforme pH4.5 
(Ambion). Le protocole à suivre est le même que précédemment. La phase aqueuse contient 
les ARNs qui sont précipités par l’ajout de 750pL d’isopropanol 100% (Fisher) pour une 
incubation de 30 minutes à -20°C et par centrifugation à 12 000g à 4°C pendant 15 minutes. 
Le culot est resuspendu dans 50pL d’eau DEPC 0,1% (Ambion). Des étapes de purification 
de l’ARN suivent. D’abord, les hydrates de carbone peuvent être éliminés par précipitation 
pendant 30 minutes à -20°C avec 25 pL (1:2) d’une solution chlorure de lithium (LiCl) 
(Ambion). Les ARNs sont reprécipités par centrifugation à 12 000g pour 15 minutes à 4°C. 
Le surnageant est jeté et le culot est conservé. Finalement, un lavage du culot avec 300pL 
d’éthanol 70% pendant 3 minutes permet d’enlever les sels résiduels. Une dernière 
centrifugation à 12 000g pendant 10 minutes à 4°C est nécessaire. Le surnageant est retiré 
et les culots sont séchés sur glace pour enlever les traces d’éthanol. Les ARNs sont 
resuspendus avec 50pL d’eau DEPC 0,1%. Les extraits d ’ARNs sont conservés à -80°C. La 
qualité des ARNs est évaluée par migration sur gel d’agarose (BioRad) 1% TAE 1X-DEPC 
0,1% pour 20 minutes à 100Volts (Power-Pac 1000, Bio-Rad).
2.15 DNase et transcription inverse
Lors des étapes d’extraction des ARNm, de l’ADN a aussi été extrait. Cette 
contamination peut être éliminée par un traitement à la DNase (5X tampon de DNase 
(Roche) + 1 unité de DNase I (Roche)). Les échantillons sont incubés 45 minutes à 37°C. 
L’enzyme est finalement inactivée en ajoutant 5mM final d’EDTA (Fisher) et en chauffant 
à 75°C pendant 5 minutes. Avant de procéder à la transcription inverse, les échantillons 
sont dosés (Smart Spec Plus; Bio-Rad). Une quantité de lpg d ’ARN dans un volume final
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de 10|iL d’eau DEPC 0,1% est préparée dans un nouveau tube. Celui-ci est placé à 75°C 
pendant S minutes pour dénaturer les ARN. Une incubation de 5 minutes sur glace empêche 
ensuite leur repliement. La transcription des ARNm en ADNc est effectuée en ajoutant à 
chaque lpg d’ARN une concentration finale de IX de tampon AMV reverse transcriptase 
(Roche), 0,4 mM dNTPs (Invitrogen), lpg de poly dTs (Fermentas), 40U d’inhibiteur de 
RNase (Roche), 33U d’enzyme AMV reverse transcriptase (Roche) et 0,7pL d’eau DEPC 
0,1%. La réaction a lieu pendant une heure à 42°C et est arrêtée à 95 °C pendant. Les ADNc 
sont conservés à -80°C. La présence indésirable d’ADN génomique est testée par PCR.
2.16 Quantification par PCR quantitatif
L’expression comparative de certains gènes peut être mesurée à l’aide de cDNA et 
de la méthode du PCR quantitatif (qPCR) à l’aide de l’appareil Light Cycler II® (Roche). 
Les amorces utilisées pour le qPCR sont représentées dans le tableau 9. Le composé 
chimique SYBR green™ de la trousse Quantitect SYBR green PCR Kit™ (Qiagen, 
Mississauga, ON) permet de suivre en temps réel la réaction PCR grâce à la fluorescence 
qu’il émet lors de son incorporation à l’intérieur d’ADN double brin. La fluorescence est en 
lien avec la quantité d’ADN double brin produit. L’efficacité d’amplification visée est de 2, 
ce qui représente une copie complète de chaque cDNA par cycle. Une courbe de dilution 
sériée à partir de cDNA de souris contrôle et avec les amorces spécifiques à chacun des 
gènes permet de déterminer l’efficacité d’amplification de ses amorces pour le tissu choisi. 
Pour la comparaison de l’expression génique chez les souris contrôles et les souris ShhAmc, 
un gène de référence exprimé de façon constitutive et non modulé par la délétion de Shh est 
utilisé. Les valeurs obtenues en qPCR pour le gène de référence et pour le gène d’intérêt 
sont rationalisées pour permettre l’analyse.
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Tableau 9. Amorces et conditions utilisées en PCR quantitatif ou semi-quantitatif
Gènes
d’intérêt Séquences utilisées
T°app
(°C)
Amplicon
(pbs)
Shh
(souris)
5’- TCT ACA CTA TGA GGG TCG AGC A - 3’ 
5’- CAG TGG ATG TGA GCT TTG GAT - 3’
59 134
Ihh
(souris)
5’- GAG CTC ACC CCC AAC TAC AAT - 3’ 
5’- ATG ACA GAG ATG GCC AGT GAG -3’
59 118
GUI
(souris)
5’- TCA TCT GAG GTG GGA ATC CT - 3’ 
5’- CCT GGT GGC TTT CAT CAA CT - 3’
59 103
Shh
(humain)
5’- CTC TGA GTC ATC AGC CTG TCC - 3’ 
5’- CCA AAA AGC TGA CCC CTT TAG - 3’
59 195
Ihh
(humain)
5’- CAC CCC CAA TTA CAA TCC AG - 3’ 
5’- CGG TCT GAT GTG GTG ATG TC -3’
59 230
GUI
(humain)
5’- TCT GGA CAT ACC CCA CCT CCC TCT G -3’ 
5’- ACT GCA GCT CCC CCA ATT TTT CTG G -3’
59 191
Ptcl
(souris)
5 GGT CAG AAC ATT AGC GCC TTC - 3 ’ 
5’- GTG GAC GCG TGA GTC GAG AAT -3’
59 115
Muc2
(souris)
5’- ATT CCA ACA AGT GCC AGG AC - 3’ 
5’- GAA GTC GGG ACA GGT GAT GT - 3’
59 313
Sucrase
isomaltase
(souris)
5’- CAA ACC ATC GAG CCT TAG GA - 3’
5 TGC TGC CCT ATT TCT ACA CAC A - 3 ’
59 206
Klf4 (souris)
5’- CAG TAT ACA TTC CGC CAC AGC - 3’ 
5’- GTC TGG GCT TCC TTT GCT AAC -3’
59 139
Klf9 (souris)
5’- TGA CCT TAG GGC TAC CAT GTG - 3’ 
5’- TCC CAG GAA ACA GAC TGA CAC - 3’
59 135
Sox9
(souris)
5’- CTG GCA AAG TTG ATC TGA AGC - 3’ 
5’- TGA CGT CGA AGG TCT CAA TGT - 3’
59 134
Lysozyme
(souris)
5’- CAT CAC TGC AGC CAT AGA ATG - 3’ 
5’- ACT GGG ACA GAT CTC GGT TTT -3’
59 106
a-Défensines
(souris)
5’- AAG AGA CTA AAA CTG AGG AGC AGC -3’ 
5 CGA CAG CAG AGC GTG TA - 3’
59 150
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MMP7
(souris)
5’- GGT ACT GTG ATG TAC CCT ACC - 3’ 
5’- ACC CTC AGA GGG ATG TGC AAA - 3’
59 185
ATG16L1
(souris)
5’- ACC AGA CCC TGA AGG ATG AGT - 3’ 
5’- GAC CAG TTC CTG GTT CTC CTC - 3’
59 97
PBGD
(souris et 
humain)
5’- TGC ACG ATC CTG AAA CTC TG- 3’ 
5’- TGC ATG CTA TCT GAG CCA TC-3’
59 162
2.17 Quantification des niveaux d’ARNm par PCR semi-quantitatif
L’expression comparative de certains gènes peut aussi être effectuée de façon non 
quantitative. Le PCR semi-quantitatif est une méthode couramment utilisé pour l’analyse 
rapide d’un gène sur une grande banque d’échantillons. Les amorces utilisées pour le PCR 
semi-quantitatif sont représentées dans le tableau 9. D’abord, les conditions PCR sont 
adaptées pour chaque amorce afin de trouver la phase exponentielle de l’amplification (28 
cycles pour Ihh et 32 cycles pour Shh). Ensuite, un seul PCR par gène contenant tous les 
échantillons à comparer est effectué avec les conditions établies. Les amplicons sont migrés 
sur gel d’agarose (BioRad) 2% pour 25 minutes à llOVolts (Power-Pac 1000, Bio-Rad) et 
révélés au bromure d’éthidium. La densité de chaque bande est mesurée par ImageJ. Pour la 
comparaison de l’expression génique chez les souris contrôles et les souris ShhAmc, les 
valeurs obtenues pour le gène de référence et pour le gène d’intérêt sont rationalisées.
2.18 Expression des Hhs dans les M il
À défaut d’avoir accès à une banque variée de tissus de patients atteints de maladie 
de Crohn et de la colite ulcéreuse, les cDNA commerciaux Tissue Scan Crohn ’s and Colitis 
Tissue qPCR Panel I  (Origene Technologies) ont été utilisés. Les cDNA de 21 patients 
atteints de maladie de Crohn et de colite ulcéreuse à différents stades sont resuspendus dans 
de l’eau stérile ainsi que les 6 tissus contrôles non inflammés. Des réactions de PCR
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quantitatifs pour Ihh, Shh, Glil et le gène de référence P-actine fournit avec le kit sont 
réalisées comme décrit précédemment dans la section Quantification par PCR quantitatif.
2.19 Extraction de protéines
Lors de la dissection des souris, des morceaux de chaque segment de l’intestin grêle, 
du côlon proximal et du côlon distal sont aussi gardés pour les protéines. Ils sont placés 
dans un Eppendorf de 2mL contenant lmL tampon de lyse (50mM Tris-HCl pH7.5 
(Fisher), 150mM NaCl (Fisher), 1% NP-40 (Fluka, Sigma-Aldrich), 0,5% p/v sodium 
déoxycholate (Sigma-Aldrich) auquel est ajouté un cocktail d’inhibiteurs de protéases et de 
phosphatases (Protease inhibitor cocktail (P8340; Sigma-Aldrich) (lOpL/ml), sodium 
orthovanadate (Sigma-Aldrich) (10pL/5mL) et fluorure de phénylméthanesulfonyle 
(PMSF, 1 OpL/ml) (Sigma-Aldrich). Les tissus sont congelés avec de l’azote liquide. Les 
morceaux sont homogénéisés à l’aide d’un Polytron pour briser le tissu. Ensuite, la 
sonication (Microson ultrasonic cell disruptor, Heat Systems ultrasonic, inc.) des 
homogénats à faible intensité pendant 10 secondes sur glace permet de lyser les cellules et 
de fractionner l’ADN. Finalement, les échantillons sont incubés 10 minutes sur glace et 
centrifugés à 4°C pendant 5 minutes à 13 500rpm. Le surnageant est pipeté dans un tube 
propre et les protéines sont conservées à -80°C.
2.20 Dosage des protéines
La concentration protéique des extraits tissulaires est dosée par spectrométrie à 
l’aide de la technique BCA de Pierce (Pierce, Rockford, IL) en plaque de 96 puits. Une 
courbe linéaire de l’absorption à 562nm de BSA à 0, 2, 5, 10, 20, 40 et 50ug est utilisée 
pour calculer les concentrations protéiques des échantillons. Un volume de IuL d’extrait 
tissulaire est analysé. Un volume final de 25uL de dilution des protéines dans de l’eau 
stérile est préparé en triplicata. Ensuite, 200uL de BCA (50:1 de A:B) (Pierce, Rockford, 
IL) est ajouté rapidement dans chacun des puits. Les concentrations protéiques des
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échantillons sont calculées à partir de l’équation de la droite obtenue et de leur absorption à 
562nm.
2.21 Immunobuvardage
Une immunobuvardage permet d’évaluer qualitativement les niveaux de différentes 
protéines et de leurs modifications post-traductionnelles. Suite au dosage des protéines, 
30pg sont mélangés avec 2,5pL d’une solution réductrice (NuPAGE sample reducing agent 
(DTT) 10X) et 6,25 pL de tampon de migration (NuPAGE LSD sample buffer 4X). Le 
volume est complété à 25pL avec de l’eau stérile. Les extraits protéiques sont chauffés à 
75°C pendant 10 minutes et déposés dans les puits de gels précoulés commerciaux 
(NuPAGE, Invitrogen, Carlsbad, CA) avec un gradient de polyacrylamide 4-12%. 
L’électrophorèse est réalisée dans IX de tampon MOPS/SDS (Invitrogen) contenant de 
l’antioxydant (Invitrogen) à 200 volts pendant 1 heure 15 minutes (BioRad). Le marqueur 
de poids moléculaires (Amersham Full-Range Rainbow Molecular Weight Markers) est 
utilisé. Après la migration, les protéines sont transférées sur une membrane de PVDF 
(Roche) avec IX de tampon de transfert (Invitrogen) contenant de l’antioxydant 
(Invitrogen). Pour les immunobuvardage contre les petites protéines, 10% de méthanol est 
ajouté au tampon de transfert. Le transfert est de 1 heure à 30 volts. Pour visualiser la 
qualité du transfert, la membrane de PVDF est colorée au rouge Ponceau S solution 
(Sigma, P7170) puis rincée abondamment. Par la suite, les sites de non spécificités de la 
membrane sont bloqués avec une solution de 5%p/v protéines de lait (Carnation, Nestle, 
North York, ON) dans du TBS IX, 0,1% Tween 20 (Fisher), pendant 1 heure à température 
ambiante sous agitation. L’anticorps primaire est dilué dans la même solution selon les 
conditions présentées dans le tableau 10. La solution de blocage est retirée et remplacée par 
la dilution d’anticorps puis la membrane incube pendant 16 heures à 4°C avec agitation. 
Avant de poursuivre, la membrane est lavée 5 fois 10 minutes sous agitation à l’aide d ’une 
solution de TBS IX, 0,1% Tween 20. Ensuite, la membrane est incubée dans une dilution 
de l’anticorps secondaire couplé à la peroxydase de raifort (Santa Cruz) dilué 1/3000 dans 
la solution de blocage pendant 1 heure à température pièce sous agitation (Tableau 10).
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Finalement, la membrane est lavée 5 fois 10 minutes sous agitation à l’aide d’une solution 
de TBS IX, 0,1% Tween 20, La révélation des protéines désirées est possible grâce au 
ECL plus (Western Blotting Détection System™) (Amersham Bioscience) pendant 5 
minutes. L’excès d’ECL est retiré et la membrane est enveloppée dans une pellicule de 
pastique et placée à la noirceur. La membrane est exposée sur un film photographique 
Hyperfilm™ (Amersham Biosciences) pour une durée variable. Pour les analyses, la 
densité de chaque bande est mesurée par ImageJ. Pour la comparaison des niveaux 
protéiques chez les souris contrôles et les souris ShhAmc, les valeurs obtenues pour le gène 
de référence et pour le gène d’intérêt sont rationalisées.
2.22 Valeurs morphométriques
Les valeurs morphométriques permettent de mesurer précisément la longueur ou la 
surface de certaines structures cellulaires. Les valeurs sont mesurées à l’aide du logiciel 
Metamorph (Universal Imaging). La longueur des cryptes et des villosités est mesurée sur 
des coupes histologiques en H&E alors que celle des microvillosités ainsi que la surface 
des granules de sécrétions sont mesurées sur des images de microscopie électronique à 
transmission.
2.23 Analyses statistiques
Les analyses statistiques ont été effectuées à l’aide du logiciel GraphPad Prism 5 
(GraphPad, San Diego, CA). Pour des valeurs répétées sur chacun des individus 
appartenant à un groupe, dans le cas d’une distribution normale, le test ANOVA (Analysis 
of variance) à deux voies est utilisé. Pour les valeurs uniques de chaque individu 
appartenant à un groupe, lorsque les valeurs ne suivent pas une distribution normale, le test 
de Mann-Whitney (distribution non normale) est utilisé. Finalement, le test de t (Student) 
est employé pour les séries non appariées (distribution normale). La marge d’erreur est 
fixée à 5%. Les barres d’erreurs sur les graphiques représentent l’erreur type de la moyenne 
(SEM).
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Tableau 10. Liste et dilution des anticorps utilisés en immunobuvardage
Anticorps Dilution Source* Fournisseur
Actine 1/10 000 Chèvre Santa cruz
Bécline 1 1/1500 Lapin Cell signaling
Claudine 1 1/500 Lapin Zymed
Claudine2 1/1000 Lapin Zymed
c-Myc 1/200 Lapin Santa Cruz
Cycline D1 1/500 Lapin Santa Cruz
Défensine 4 1/100 Chèvre Santa cruz
E-cadhérine 1/1000 Lapin Cell signaling
JAM-A 1/500 Lapin Zymed
Klf4 1/500 Lapin
Don du Dr Kaestner,
Perelman School o f  Medicine, 
University o f Pennsylvania
LC3b I et II 1/1500 Lapin Cell signaling
Math-1 1/500 Lapin MBL
Occludine 1/500 Lapin Zymed
PhosphoSôrp 1/5000 Lapin Cell signaling
S6rp 1/2000 Lapin Cell signaling
a-tubuline 1/5000 Souris Sigma
* Les anticorps secondaires HRP sont dilués à 1/3000 et proviennent de la compagnie Santa 
Cruz.
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III. RÉSULTATS
3.1 Expression des ligands Hhs dans l’axe rostro-caudal de l’intestin
Dans la littérature, aucune donnée ne démontre quantitativement les niveaux
d’expression de Shh dans l’intestin. Un dosage en PCR semi-quantitatif d’Ihh, de Shh et du
gène de référence PBGD a été réalisé sur des cDNA extraits de duodénum, de jéjunum,
d’iléon et de côlon proximal et distal provenant de souris contrôles (Figure 11). Comme il
est présenté dans la littérature, Ihh est le ligand exprimé majoritairement dans l’intestin.
Nos résultats démontrent qu’il varie que très peu sur l’axe rostro-caudal. Bien que Shh soit
plus faiblement exprimé, il est principalement retrouvé dans l’iléon et dans le côlon 
\
proximal. A son maximum, le niveau d’expression de Shh n’atteint que 44% de celui d’Ihh 
dans l’iléon.
Duodénum Jéjunum Côlon proximal Côlon distal
Figure 11. Expression des ligands Ihh et Shh dans l’intestin grêle et le côlon
PCR semi-quantitatif de l’expression d’Ihh et de Shh dans l’axe rostro-caudal de l’intestin 
et du côlon chez les souris adulte âgées d'un an. L’expression d’Ihh est constante dans tout 
l’intestin. Shh est peu exprimé dans la portion proximale et est à son maximum dans l’iléon 
avec un gradient décroissant vers le côlon distal. La différence d’expression entre Ihh et 
Shh est significative, mais pas les niveaux d’Ihh entre eux. Test de Mann-Whitney * p= 
0.0286; N= 7
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3.2 Génération et détermination du génotype des souris
Les souris utilisées dans cette étude sont identifiées grâce à leur ADN génomique. 
Des réactions de PCR permettent d’identifier le génotype de chaque souriceau selon la 
taille des amplicons obtenus pour chacune des réactions. Les résultats obtenus sont 
présentés à la figure 12. La Cre recombinase est présente (Figure 12A; puit 2) ou absente 
(puit 3) puisque cette transgénèse est maintenue hétérozygote, tandis que Shh est visible 
sous sa forme sauvage, hétérozygote ou homozygote pour la construction loxP (Figure 12B; 
puits 4, 3 et 2 respectivement). Un contrôle négatif est aussi utilisé (puits 5).
A 1 2  3 B 1 2 3 4 5
Shh*0*
Figure 12. Détermination du génotype des souris générées
Migration sur gel d’agarose des amplicons de PCR pour le génotypage des lignées de souris 
ViIlineCte/+ (A) ou ShhloxP/loxP (B) et représentation du croisement Cre/loxP (C). Pour 
VillineCre/+, la présence de l’allèle mutée est visible dans le puits 2 ou absente (3) avec un 
marqueur de poids moléculaire (1). Pour Shh, les possibilités sont homozygotes pour la 
transgenèse loxP (2), hétérozygote (3) et de type sauvage (4) avec un contrôle négatif sans 
ADN (5).
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3.3 Validation de la perte de Shh au sein de l’épithélium intestinal
Afin de valider la perte de Shh suite à la recombinaison lors de l’expression de la 
Cre recombinase après E l5.5, le niveau d’ARNm de Shh a été mesuré par PCR semi- 
quantitatif sur des cDNA obtenus d’extraits totaux d’intestin grêle et de côlon de souris 
contrôles et ShhAWC (Figure 13). Dans le modèle utilisé, la délétion de Shh est de 86% dans 
l’intestin grêle, mais seulement de 50% dans le côlon.
A
Validation du modèle Shh61**
1.4
Shh* *
g Shh 
o
U  PBGD
aa ctl
o  SWr4ŒC
Iléon Côlon
Expression d’Ihh dans le modèle Shh4ŒC
ctl ShhAIEC 
Ihh uns matai nas tan uns
PBGD M f l i i i  M h i M
<J PBGD
Iléon Côlon
Figure 13. Validation du modèle ShhASEC
Migration sur gel d’agarose et quantification des amplicons de PCR pour la validation de la 
perte de Shh (A) et l’expression d’Ihh chez les souris ShhAmc de 1 an (B). La délétion de 
Shh est de 86% pour l’iléon et de 50% pour le côlon (A). Cette délétion n’entraine aucune 
modulation de l’expression d’Ihh (B) Test de Mann-Whitney (A) ** p= 0.0041; (A-B) N= 7
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3.4 L'expression d’Ihh dans le modèle ShhMKC n'est pas modulée
Puisque les rôles pour Ihh sont bien détaillés dans la littérature et afin d’attribuer les 
phénotypes observés à Shh exclusivement, le niveau d’expression d’Ihh a également été 
mesuré par PCR semi-quantitatif (Figure 13). Selon ces analyses, il n ’y a aucune 
modulation de l’expression d’Ihh lors de la délétion de Shh dans l’intestin grêle et le côlon 
de la souris adulte. Les phénotypes observés sont donc associés à la perte de Shh 
exclusivement et permettent de distinguer les rôles qui lui sont spécifiques. Le mode de 
régulation des deux ligands Hhs n’est pas bien connu, mais ne semble pas être dépendant 
l'un de l'autre puisque la perte de Shh n'est pas compensé par une augmentation d'Ihh au 
niveau de l’intestin.
3.5 Croissance des souris ShhslEC et rétrécissement de l'intestin
Les premières analyses effectuées sur les souris suite à la délétion de Shh réfèrent à 
la croissance des individus. Des analyses macroscopiques ont été réalisées sur des souris 
contrôles et expérimentales adultes de plusieurs âges. Les souris ne possédant pas Shh à 
Fépithélium intestinal et colique ont une croissance normale (Figure 14). Par contre la 
longueur de leur intestin grêle se réduit progressivement dès la naissance et devient 
significative après 6 mois de vie avec plus de 5,8 cm en moins. Une mesure de chacun des 
segments de l’intestin grêle devra être ajoutée afin de situer la ou les région(s) atteintes. 
Finalement, la croissance du côlon n’est pas affectée.
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Figure 14. Croissance des souris ShhMEC et rétrécissement de l’intestin
Mesures du poids et de la longueur corporelle (A-B) ainsi que de la longueur de l’intestin 
grêle et du côlon (C-D) chez des souris ShhAlEC adultes âgées de 6 mois. Aucune 
modulation significative du poids, de la taille et de la longueur du côlon n’est observée. Par 
contre, il y a un rétrécissement de l’intestin grêle (C). Test de Mann-Whitney (C) * p= 
0.0286; (A à D) N= 4
3.6 Rétrécissement de l’axe crypte-villosité en absence de Shh
Ensuite, les analyses microscopiques ont été effectuées afin de trouver la source de 
la réduction de la longueur de l’intestin chez les souris âgées de 6 mois et l’impact de la 
délétion de Shh sur la muqueuse. Aucune modulation de l’architecture du jéjunum (non 
illustré), de l’iléon et du côlon (non illustré) n’a été observée chez les souris ShhAmc par 
rapport aux contrôles par coloration H&E sur des coupes histologiques (Figure 15; iléon 
seulement). Par contre, bien que l’architecture globale de la muqueuse ne soit pas affectée, 
la longueur de l’axe crypte-villosité de l’iléon est diminuée de 17% et de 7% pour les
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glandes coliques (non illustré), tandis que le jéjunum n’est pas affecté (non illustré), selon 
les mesures morphométriques. La délétion de Shh semble influencer davantage le 
compartiment cryptai que la villosité de l'iléon selon des mesures individuelles (16% et 5% 
respectivement; non illustré). L’hypothèse d’une diminution de la prolifération ou d’une 
augmentation de l’apoptose a été testée, la première étant plus plausible étant donné le 
phénotype associé aux cryptes.
3.7 Shh n’altère pas l’apoptose des cellules épithéliales intestinales
Premièrement, afin de comprendre l’altération de l’axe crypte-villosité en absence 
de Shh chez les souris âgées de 6 mois, une étude de la mort cellulaire programmée a été 
réalisée. Aucune modulation du nombre de cellules épithéliales apoptotiques n’a été 
observée suite à un essai TUNEL sur des coupes histologiques d’iléon. Un décompte des 
cellules TUNEL positives confirme que le processus de mort cellulaire programmée n ’est 
pas modulé par la perte de Shh (Figure 15; iléon seulement). Le nombre moyen de cellules 
apoptotiques par villosité est de 1,1.
3.8 Diminution de la prolifération épithéliale intestinale en absence de Shh
Ensuite, une immunofluorescence dirigée contre la protéine PCNA, impliquée dans 
le contrôle de la réplication de l’ADN lors du cycle cellulaire, a été effectuée afin de 
confirmer l’hypothèse d’une diminution de la prolifération. Cette analyse a permis 
d’associer la réduction de la longueur de l’axe crypte-villosité avec une forte diminution du 
nombre de cellules progénitrices prolifératives (Figure 15; iléon seulement). Un décompte 
des cellules PCNA positives de la crypte confirme la réduction de 23% de la prolifération 
dans l’intestin grêle et de 12.5% dans le côlon (non illustré), tandis qu’elle ne semble pas 
affectée dans le jéjunum. Ces résultats montrent que le phénotype est relié directement à la 
concentration de Shh présent normalement à la muqueuse. Alors qu’il est absent du 
jéjunum, son niveau maximum est atteint dans l’iléon et diminue de nouveau dans le côlon.
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De la même façon, la prolifération est plus fortement réduite dans la partie distale de 
l’intestin grêle mais elle n’est pas modulée dans le jéjunum.
Contrôle Shh* « D  Axe crypte-villosité
Cellule apoptotique
Shhsœc
Cellule prohférative
Figure 15. Réduction de l’axe crypte-villosité et diminution de la prolifération en 
absence de Shh dans l’iléon de la souris adulte
Coloration H&E pour l’architecture (A), essai TUNEL pour l’apoptose (B) et IF contre 
PCNA pour la prolifération (C) chez des souris âgées de 6 mois. L’architecture de l’axe 
crypte-villosité n’est pas affecté (A), mais est rétrécie suite à des mesures morphométriques 
(D). La mort cellulaire n’est pas la clé de ce phénotype (B), puisque les cellules 
apoptotiques (vert) ne sont pas modulées selon le décompte (E). Les noyaux sont marqués 
par le DAPI (bleu). Une diminution des cellules prolifératives (C) positives pour PCNA 
(vert) est confirmée par décompte (F). Le tissu est contre coloré par l’Évan bleu (rouge). 
ANOVA à 2 voies (D et F): **'* p< 0,0001 ; (A à F) N= 4.
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3.9 Aucune modulation des gènes cibles de la voie Wnt chez les souris ShhMEC
Afin de mieux comprendre les mécanismes régulés par Shh dans le contrôle de la 
prolifération épithéliale, la voie Wnt, qui est connue comme étant modulée par les Hhs (van 
den Brink et al.', 2004), a d’abord été étudiée. Les deux gènes cibles analysés, soit c-Myc et 
cycline D l, ne sont pas modulés et suggèrent que la diminution de la prolifération observée 
suite à la délétion de Shh dans l’épithélium intestinal et colique ne serait pas due à une 
diminution de la voie de Wnt (Figure 16). Des analyses v plus poussées devront être 
effectuées pour éliminer cette voie de signalisation de notre hypothèse, telle que la présence 
de la P-caténine dans le noyau, ce qui représente davantage les niveaux d'activation du 
signal Wnt.
A B Protéines associées au cycle cellulaire
cü , ShH**
cycline Dl
c-Myc Cycline Dl
Figure 16. Les niveaux protéiques de c-Myc et de la cycline Dl sont inchangés en 
absence de Shh
Immunobuvardage (A) contre les protéines cibles de Wnt impliquées dans la prolifération 
et les mesures densitométriques (B). Aucune modulation de c-Myc et de la cycline Dl n ’est 
observée chez les souris âgées de lan. (A, B) N= 3.
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3.10 Shh n’influence pas la différenciation et la fonction des entérocytes
3.10.1 La morphologie de la bordure en brosse en absence de Shh
Selon la littérature, Ihh est impliqué dans la différenciation fonctionnelle des 
entérocytes et sa délétion mène à une destruction de la bordure en brosse et à la perte de 
plusieurs enzymes de digestion. La morphologie des entérocytes suite à la délétion de Shh 
dans l’intestin a donc été une priorité (Figure 17). Selon les résultats, l’ultrastructure des 
microvillosités composant la bordure en brosse n’est pas affectée par la délétion de Shh au 
niveau de l’épithélium de l’intestin et du côlon. Les données morphométriques mesurées 
sur l’iléon n’indiquent aucune modulation de la longueur des microvillosités qui est 
d’environ 1200 nm.
3.10.2 Le complexe apical de jonction chez les souris expérimentales
Un aspect important de la barrière intestinale est la présence du complexe apical de 
jonction sur les cellules épithéliales. Le niveau protéique de la Claudine 1 et 2, de 
l’occludine et de JAM-A formant les jonctions serrées ainsi que de l’E-cadhérine formant 
les jonctions adhérentes n’est pas modulé en absence de Shh par immunobuvardage (Figure 
17). Shh ne semble donc pas réguler l'expression des composantes du complexe apical de 
jonction.
3.10.3 Shh n’influence pas le niveau des enzymes digestives de l’iléon
Malgré une morphologie cellulaire et des adhésions normales lors de la délétion de 
Shh, la fonctionnalité des entérocytes a été évaluée par la mesure en qPCR de l’expression 
de la sucrase-isomaltase ainsi que par la localisation de l’iFABP en immunofluorescence 
(Figure 17). Dans les deux cas, aucune modulation n’est observée, suggérant que Shh n ’a 
pas de rôle dans la différenciation fonctionnelle des entérocytes contrairement à Ihh.
Microvillosité
ShhAmcContrôle
Shh*™
Sucrase-isomaltase
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Jam-A
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Actine
Figure 17. Aucune altération de la différenciation des cellules entérocytes en absence 
de Shh dans l’intestin murin adulte
L’ultrastructure de la bordure en brosse (A) est conservée et la longueur des microvillosités 
(D) n’est pas modulée en absence de Shh chez les souris âgées de lan. Les niveaux et la 
localisation de iFABP (vert) en IF (B) sont les même entre les souris contrôles et ShhAmc. 
Le tissu est contre coloré par l’Evan bleu (rouge). Les protéines du complexe apical de 
jonction en immunobuvardage (C) et l’expression qPCR de la sucrase isomaltase (E) ne 
sont pas modulées. (A et D) N= 3; (B et C) N= 4; (E) N= 7
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3.11 Shh n’influence pas la différenciation du précurseur sécréteur primaire
Puisque Shh ne semble pas impliqué dans la différenciation des entérocytes comme 
Ihh, l’analyse de la lignée sécrétrice a été effectuée. D’abord, la délétion de Shh au niveau 
de l’épithélium intestinal n’entraine aucune modulation de Mathl impliqué dans la 
formation du précurseur de type sécréteur dans l’iléon (Figure 18). Il ne semble donc pas y 
avoir de défaut dans le processus de détermination cellulaire précoce suite à la. délétion de 
Shh. Des analyses des divers types cellulaires matures ont été réalisées.
Ctl S h h ^
Mathl 
a-tubuline
Figure 18. Mathl n’est pas modulé en absence de Shh dans l’intestin murin adulte
Immunobuvardage dirigé contre Mathl ne révèle aucune modulation de la protéine suite à 
la délétion de Shh dans l’intestin des souris âgées de lan. N= 5
3.12 Shh n’est pas relié au nombre de cellules entéroendocrines dans l’intestin
Premièrement, les cellules productrices d’hormones et de peptides ont été analysées 
de façon générale au niveau de l’iléon. La délétion de Shh au niveau de l’épithélium 
intestinal n’entraine aucune modulation du nombre de cellules entéroendocrines par 
villosité chez les souris expérimentales par immunofluorescence contre la chromogranine A 
(Figure 19). Le décompte cellulaire confirme que Shh n’influence pas le devenir de ces 
cellules dans l’iléon. Le nombre de cellule entéroendocrine moyen par villosité est de 0.8.
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Contrôle Shh*1*
Cellule entéroendocrine
Figure 19. La différenciation des cellules entéroendocrines est normale en absence de 
Shh dans l’intestin murin adulte.
L’immunofluorescence dirigée contre la CgA (vert) (A) ne révèle aucune modulation des 
cellules entéroendocrines et de leur nombre (B) suite à la délétion de Shh chez les souris de 
6 mois. Le tissu est contre coloré par l’Évan bleu (rouge). N= 4.
f
3.13 Shh est essentiel à la différenciation des cellules caliciformes
3.13.1 L’ultrastructure des vésicules de sécrétion est altérée en absence de Shh dans 
l’intestin adulte murin
Le deuxième type cellulaire analysé est celui impliqué dans la production de mucus. 
Des études de morphologie ont d’abord été réalisées. Selon les résultats, l’ultrastructure des 
vésicules de sécrétion des cellules caliciformes montre un défaut dans la quantité, la 
grosseur et la densité de leur contenu (Figure 20). Cela suggère un défaut dans la 
production des vésicules ou de leur contenu suite à la délétion de Shh. D’autres analyses 
ont été réalisées pour connaître le contenu des vésicules et la composition du mucus produit 
par les cellules caliciformes.
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Figure 20. Défaut de production des mucines acides fucosylées par les cellules 
caliciformes en absence de Shh
L’ultrastructure des vésicules de sécrétion (A) est aberrante en absence de Shh. La 
production de mucines neutres et basiques (mauve) n’est pas modifiée par PAS (B) et 
décompte (E). La production de mucines acides est réduite par Alcian bleu (bleu) (C) et 
décompte (F) chez les souris âgées de 6 mois. La fucosylation des mucines est inhibée telle 
que visualisée en IF avec la lectine-UEA (vert) (D) et l’Évan bleu (rouge). L’expression de 
!Gf4 et de Muc2 n’est pas modulée en qPCR (G) à l'âge de 1 an. ANOVA à 2 voies *** p< 
0,0001 (E); (A) N= 3; (B à F) N= 4 (G) N= 7.
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3.13.2 Les mucines neutres et basiques ne sont pas affectées par la délétion de Shh
Il existe de nombreuses mucines avec différentes propriétés physico-chimiques 
produites par les cellules caliciformes de l’intestin (Gaudier et Hoebler, 2006). Un 
marquage au PAS ne montre aucune modulation dans la production des mucines neutres et 
basiques chez les souris ShhAmc (Figure 20). Un décompte des cellules positives au 
marquage confirme qu’il n’y a aucune modulation du nombre de cellules caliciformes qui 
les produisent en absence de Shh. Ces cellules sont au nombre de 7.8 par villosité. Shh 
n’influence pas la production des mucines neutres et basiques dans l’intestin murin adulte.
3.13.3 La production des mucines acides ainsi que leur sécrétion sont grandement
diminuées en absence de Shh
La mucine 2 de type acide est la majoritaire de l’intestin (Gaudier et Hoebler, 2006). 
Un marquage à l’alcian bleu montre une forte diminution de la production des mucines 
acides dans l’intestin et le côlon des souris ShhAlEC, notamment au niveau de la crypte. Un 
décompte des cellules positives à l ’alcian bleu montre une diminution significative de 16% 
du nombre de cellules caliciformes de l’iléon en absence de Shh (Figure 20). Aucun 
décompte n’a été réalisé dans le côlon vu la présence abondante de cellules caliciformes. 
Par contre, les analyses qualitatives montrent également une forte réduction des mucines 
acides présentes (Figure 21). Le défaut observé dans les vésicules de sécrétion pourrait 
donc être relié à une diminution de leur contenu en mucines acides. Finalement, bien que 
les niveaux protéiques soient modulés, l’ARNm de Muc2 ne semble pas varier de façon 
significative. Il se pourrait que la variabilité inter individu soit trop importante ou que la 
traduction de l’ARNm soit altéré. Néanmoins, Shh est impliqué dans la production de 
mucines acides par les cellules caliciformes de l’intestin de la souris adulte.
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3.13.4 La glycosylation des mucines est altérée en absence de Shh dans l’intestin
adulte murin
La glycosylation des mucines est un processus crucial de leur maturation et de leur 
fonctionnalité (Gaudier et Hoebler, 2006). Il existe une grande hétérogénéité de cette 
glycosylation en fonction de la flore microbienne présente dans l’intestin. Un marquage en 
IF utilisant une lectine-UEA montre une forte réduction de la fucosylation des mucines 
surtout dans les cellules caliciformes de l’iléon mais aussi dans la lumière suite à l’absence 
de Shh à l’épithélium (Figure 20). Ce phénotype n’est pas commun aux cellules de Paneth. 
du fond de la crypte où un marquage positif pour UEA est observé. Selon les résultats, Shh 
serait donc impliqué dans la maturation des mucines intestinales par la fucosylation en plus 
de réguler la production des mucines acides.
3.13.5 La barrière intestinale pourrait être réduite lors d’une diminution du mucus
La production des mucines et leurs glycosylations sont des éléments clés de la 
barrière intestinale. Un possible défaut de cette barrière a donc été investigué. Selon les 
résultats, la bicouche de mucus formant l’hydrogel à la surface de la muqueuse (Figure 21; 
flèches noires) colique est défectueux chez les souris expérimentales lors de la coloration à 
l’alcian bleu (Figure 21). L’épaisseur de la couche de mucus associée à la muqueuse est 
réduite et la couche hydrosoluble est grandement diminuée. Ce phénotype a été observé 
chez tous les individus analysés. Cette diminution de la protection procurée par le mucus en 
absence de Shh pourrait faciliter les dommages à l’épithélium soumis à divers stress et 
engendrer une réponse inflammatoire.
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Contrôle ShhMEC
Figure 21. La protection de la muqueuse par l’hydrogel de mucus est réduite en 
absence de Shh dans le côlon
Coloration alcian bleu sur des coupes histologiques de côlon. Les souris ShhAlEC âgées de 6 
mois (droite) ont une production de mucines acides (bleu) grandement réduite et leur 
sécrétion est diminuée, ce qui se reflète sur l’épaisseur des deux couches de mucus (flèches 
noires), surtout celle au niveau de la lumière. N= 4.
3.13.6 Les gènes pour la différenciation des cellules caliciformes sont diminués en 
absence de Shh
De nombreux défauts ont été observés jusqu’à maintenant dans les cellules 
caliciformes suite à la délétion de Shh dans l’intestin. Le statut de différenciation de ce type 
cellulaire a donc été évalué. Il semble que Shh soit impliqué dans l’expression des gènes de 
différenciation des cellules caliciformes. En effet, l’analyse en PCR quantitatif de Klf4 
suggère une diminution de 23% de son ARNm dans l’iléon des souris expérimentales 
(Figure 20). Cette modulation n’est pas significative probablement en lien avec la 
variabilité génétique des individus et avec le nombre de souris analysé. Des études plus 
approfondies devront être réalisées afin de valider la modulation de Klf4 en absence de Shh 
et de comprendre les mécanismes impliqués.
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3.14 Shh est essentiel à la différenciation des cellules de Paneth
3.14.1 La taille des granules de sécrétion est réduite en absence de Shh
Finalement, le dernier type cellulaire sécréteur analysé est les cellules de Paneth. 
Des études de morphologie ont d’abord été réalisées au niveau de l’iléon exclusivement. 
Les cellules de Paneth possèdent à leur pôle apical des granules de stockage pour les 
nombreuses protéines visant à être exportées. En absence de Shh, l’ultrastructure de ces 
granules montre un défaut au niveau de leur taille moyenne, mais aucun changement dans 
leur nombre n’est observé (Figure 22). La superficie moyenne des granules est diminuée 
significativement de 23%. Cela suggère un défaut dans le contenu des granules suite à la 
délétion de Shh dans l’épithélium ou la favorisation des granules de petite taille. Le contenu 
des granules a donc été évalué. D’un autre côté, les résultats d ’ultrastructure montre que le 
réticulum endoplasmique des cellules de Paneth est beaucoup plus lâche et vacuolisé en 
absence de Shh dans l’iléon. L’hypothèse d’une possible diminution de l’autophagie dans 
ces cellules a été validée plus loin.
3.14.2 La production des agents antimicrobiens est affectée par Shh dans l’intestin
Afin de mieux comprendre le phénotype associé à une diminution de la taille des 
granules de sécrétion, le niveau des agents antimicrobiens a été mesuré. Comme attendu, 
ceux-ci sont modulés par la délétion de Shh. D’abord, une IF contre le lysozyme montre 
une diminution de l’intensité du marquage de la protéine et le décompte des cellules qui le 
produisent confirme une réduction significative de 27% des cellules de Paneth par crypte de 
l’iléon (Figure 22) chez les souris âgées de 6 mois. Par contre, en qPCR, l’expression du
lysozyme semble augmentée de 148% suggérant une possible compensation par les cellules
<
présentes ou un défaut dans la traduction ou la stabilité de cette protéine. Dans un autre 
temps, le niveau d’expression des a-défensines de façon générale semble diminué de 60% 
avec une tendance à la réduction de 37% de MMP7 impliqué dans la maturation des 
défensines. Ces résultats ne sont pas significatifs encore une fois probablement en lien avec 
la variabilité génétique des
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Figure 22. Sous production du lysozyme et des a-défensines par les cellules de Paneth 
en absence de Shh
L’ultrastructure des granules de sécrétion (A) montre une diminution de leur taille (E) par 
mesures morphométriques mais pas de leur nombre (D) chez les souris de l an. La 
production du lysozyme (vert) est diminuée telle que visualisée par IF (B) et Evan bleu 
(rouge). Le nombre de cellules produisant du lysozyme est réduit de 27% (F). L’expression 
par qPCR du lysozyme, des a-défensines et de MMP7 (C) ainsi que de Sox9 et Klf9 (G) ne 
sont pas modulés. ANOVA à 2 voies (E et F): *** p< 0,0001; (A, D et E) N= 3; (B et F) 
N= 4; (C et G) N= 7.
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individus et avec le nombre de souris analysées. Somme toute, la délétion de Shh semble 
affecter la production des agents antimicrobiens au niveau protéique mais pas 
transcriptionnel par les cellules de Paneth de l’iléon, ce qui se répercute sur la taille 
moyenne des granules de sécrétions.
3.14.3 Les gènes pour la différenciation des cellules de Paneth sont diminués en
absence de Shh
De nombreux défauts ont été observés jusqu’à maintenant dans les cellules de 
Paneth suite à la délétion de Shh dans l’intestin. Le statut de différenciation de ce type 
cellulaire a donc été évalué. Selon les résultats, Shh semble impliqué dans la différenciation 
terminale des cellules de Paneth, mais pas dans la formation de leur précurseur commun 
aux cellules caliciformes. D’abord, l’analyse de Klf9 ne montre aucune modulation de son 
expression dans l’iléon des souris ShhAŒC. Ce résultat suggère que le précurseur commun
i
aux cellules caliciformes et de Paneth n’est pas modulé et qu’il n’est pas à l’origine du 
défaut de différenciation terminale observé dans les deux types cellulaires. Par contre, 
l’analyse en qPCR de Sox9 montre une baisse de 40% de son expression en ARNm, bien 
que les valeurs doivent être mesurées sur davantage d’individus (Figure 22). À la lumière 
de ces résultats, Shh semble impliqué dans la production des protéines associées à la 
différenciation terminale des cellules de Paneth mais pas à une régulation directe de la 
transcription tout comme pour les cellules caliciformes.
3.15 L’absence de Shh semble diminuer le phénomène de l’autophagie
La macroautophagie est connue pour réguler la production des agents antimicrobiens 
et des cytokines par les cellules de Paneth (Stappenbeck, 2009). Puisque ceux-ci semblent 
modulés chez les souris Shhm c, l’autophagie a été analysée. Comme il était attendu, le 
défaut de production des protéines et des vésicules de sécrétion observé dans les cellules 
caliciformes et de Paneth chez les souris avec la délétion de Shh à F épithélium intestinale et
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colique peut être lié à une diminution de l’autophagie (Figure 23). La forme LC3 II couplée 
à l’autophagosome semble diminuée en absence de Shh sur des extraits totaux, mais la 
régulation du processus par la Bécline 1 et ATG16L1 semble intact. Une augmentation de 
l’activité de la voie mTor, principale inhibiteur de l’autophàgie, associée à l’augmentation 
de la phosphorylation de la protéine ribosomale S6 (S6rp) pourrait être la cause de la 
diminution de ce processus autophagique. L’implication de Shh sur la voie mTor reste à 
élaborer.
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Figure 23. L’autophagie semble diminuée par mTor dans l’intestin des souris ShhMKC
Immunobuvardage contre la Bécline 1, LC3 et l’actine (A) ainsi que de la phosphoS6rp et 
la S6rp totale (D) et leurs mesures de densitométrie (B et D respectivement). Le ratio de 
l’isoforme LC3 II sur la forme cytoplasmique suggère une diminution de l’autophagie 
couplée à une augmentation de l’activité de mTor chez les souris âgées de 1 an. 
L’expression d’ATG16Ll (E) n’est pas modulée en qPCR quantitatif. (A à D) N= 3; (E) 
N= 7.
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3.16 Les Hedgehogs semblent impliqués dans l’inflammation intestinale
3.16.1 La voie Hedgehog est réduite dans les maladies inflammatoires intestinales chez 
l’humain
Selon la littérature, un polymorphisme dans le locus de Glil est retrouvé chez les 
patients atteints de maladie de Crohn et de colite ulcéreuse (Lees et al., 2008). De plus, la 
délétion d'Ihh entraine une présence accrue de cellules immunitaires à la muqueuse (van 
Dop et al., 2010) et la délétion de Shh semble altérer de multiples façons la barrière 
intestinale. Des études de la voie Hh dans les Mil ont donc été réalisées. Chez l’humain, 
une diminution de l’activité de la voie Hh est observée au niveau de la CU avec une 
diminution de 55% des niveaux d’expressions de Glil en qPCR (Figure 24). Cette 
réduction d’activité peut être en lien avec une forte diminution de l’expression d’Ihh chez 
les patients atteints de Mil, soit de 65% pour la MC et de 80% pour la CU. Par contre, Shh 
ne semble pas modulé dans ces maladies et son expression a tendance à augmenter. La voie 
Hh est donc altérée de façon basale lors des Mil chez l’humain et la mutation de Glil 
répertoriée dans la littérature pourrait donc être un indice de susceptibilité à ces maladies.
Expression de Shh Expression d’Ihh Expression de Gli 1
dans les Mû dans les Mû dans les Mû
ca 2.05  12 £  4
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Figure 24. La voie Hedgehog est réduite dans les maladies inflammatoires intestinales
PCR quantitatif pour l’expression de Shh (A), d’Ihh (B) et de Gli 1 (C) chez les patients 
atteints de MIL Une diminution d’Ihh est mesurée dans la maladie de Crohn et dans la 
colite ulcéreuse (B), résultant en une diminution de l’expression de Glil dans la colite (C). 
Aucune modulation de Shh n’est observée (A). Test de Mann-Whitney * p= 0.0235 (B, C) 
** p= 0.0056 (B); (A à C) N= 21.
- 6 9 -
3.16.2 La voie Hèdgehog est rapidement inhibée dans la colite ulcéreuse chimique chez 
la souris de type sauvage
Il a été montré que la voie Hh est altérée lors de Mil chez l’humain. Avant d’étudier 
les rôles de Shh lors de ces maladies, la voie Hh a d ’abord été analysée dans la colite 
ulcéreuse chimique induite chez la souris de type sauvage pour s’assurer que les 
modulations sont similaires entre les espèces. Selon les résultats, il semble que la voie Hh 
est affectée en situation inflammatoire autant chez l’humain que chez la souris. D’ailleurs, 
une diminution de l’activité de la voie est observée dans la CU chimique chez les souris de
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Figure 25. La vole Hedgehog est diminuée dans la CU chez la souris de type sauvage
qPCR pour l’expression des ligands Shh (A) et Ihh (B) ainsi que des gènes cibles Ptcl (C) 
et Gli 1 (D) dans le côlon distal des souris de type sauvage traitées au DSS 4%. Une 
diminution de près de 90% d’Ihh est mesurée dès le début du traitement (B), résultant en 
une diminution de plus de 70% de l’expression de Ptcl (C) et de Glil dans la colite 
chimique (D). Aucune modulation de Shh n’est observée (A). Test de Mann-Whitney * p= 
0.0286 *** p= 0.0008; (A à D) N= 4.
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type sauvage avec une diminution des niveaux d’expression de Ptcl et de Glil en qPCR 
(Figure 25). Encore une fois, une forte réduction de l’expression d’Ihh est observée et ce 
dès le début du traitement au DSS. Comme chez l’humain, Shh n’est pas modulé.
3.16.3 La perte de Shh n’influence pas le développement de la colite ulcéreuse
chimique chez la souris
Une diminution de la voie Hh est observée de base dans la colite ulcéreuse chimique 
ainsi que dans les Mil avec une réduction d’Ihh, de Ptcl et de Glil, mais aucune 
modulation significative de Shh. L’hypothèse qu’une délétion supplémentaire de Shh 
pourrait favoriser le développement de la CU a été investiguée. Étrangement, selon les 
résultats obtenus, la délétion de Shh n’affecte pas le développement de la colite chimique 
lors d’un traitement à 3%p/v DSS pour une période de 7 jours (Figure 26). Les symptômes 
mesurés par le DAI, la perte de poids, le rétrécissement du côlon et le score histologique 
suivent la même courbe entre les souris contrôles et les ShhAIEC. Par contre, l’inflammation 
de la muqueuse semble plus prononcée en absence de Shh par coloration H&E avec la 
destruction totale de l’épithélium comparativement à la présence de l’épithélium de surface 
et d’une portion des glandes chez les souris contrôles. La variabilité intér individu et le 
bagage génétique hybride peuvent en partie expliquer les écarts entre les résultats. Aussi, 
l’influence de Shh sur la prolifération et la barrière intestinale pourrait intervenir à d’autres 
stades de la maladie, comme pour la restitution.
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Figure 26. La colite ulcéreuse chimique n’est pas plus sévère en absence de Shh chez 
la souris
Les courbes de DAI. (A), du score histologique (B), de la variation de la longueur du côlon 
(C) et de la perte de poids (D) ne montrent aucune modulation des signes cliniques de la 
colite entre les contrôles et les souris ShhSXEC. La coloration H&E sur des coupes 
histologiques (E) montrent une destruction de l’épithélium plus accentuée en absence de 
Shh lors du traitement DSS et une infiltration de neutrophiles. (A à E) N= 10.
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3.17 Comparaison des rôles d’Ihh et de Shh dans l’intestin murin adulte
*
À la lumière des résultats obtenus, il semble qu’Ihh et Shh ont des rôles distincts sur 
l’homéostasie intestinale de la souris adulte (Tableau 11). Alors qu’une délétion d’Ihh 
entraine une augmentation de la prolifération épithéliale, celle de Shh engendre au contraire 
une diminution du nombre de cellules PCNA positives. Ensuite, la délétion d'Jhh affecte la 
différenciation des entérocytes, ce qui n’est pas observé dans notre modèle. Shh affecte 
plutôt les cellules caliciformes et de Paneth, ce qui n’a pas été étudié pour Ihh, outre sa 
surexpression en absence de PPARZ? dans ces dernières (Vamat et al., 2006). Finalement, 
Ihh et la voie Hh sont diminués dans les Mil alors que Shh n’est pas modulé et n’influence 
pas le développement de la CU chimique.
Tableau 11. Récapitulation des rôles d ’Ihh et de Shh dans l’intestin adulte murin
Prolifération Différenciation épithélium M il
Ihh
Module
négativement
la prolifération 
épithéliale via 
une diminution 
de la voie Wnt 
canonique (van 
den Brink et al., 
2004)
Module la formation de la 
bordure en brosse des 
entérocytes et la production 
des enzymes digestives telles 
que l’anhydrase carbonique et 
la phosphatase alcaline (van 
Dop et al., 2010).
Réduction significative 
dans la CU et la MC ainsi 
que lors d’une colite 
chimique chez les souris 
de type sauvage.
Shh
Module
positivement la
prolifération
épithéliale.
(quelle voie?)
Module la différenciation des 
cellules caliciformes 
(Nombre, Klf4, mucines 
acides et glycosylation).
Non modulé dans la CU et 
la MC ainsi que lors d’une 
colite chimique.
Module la différenciation des 
cellules de Paneth (Nombre, 
Sox9, lysozyme et 
adéfensines, autophagie).
La délétion conditionnelle 
ne semble pas moduler le 
développement de la CU 
chimique.
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IV. DISCUSSION
La signalisation Hedgehog est impliquée dans le maintien de l’homéostasie chez 
l’adulte où elle influence la prolifération et la différenciation cellulaire, notamment au 
niveau du système digestif. L’attribution des rôles spécifiques à chacun des ligands est 
importante puisque les Hhs sont modulés dans diverses pathologies humaines. 
Puisqu’aucun rôle précis pour Shh n’était connu au niveau de l’intestin adulte, nous avons 
étudié l’impact de la délétion de Shh in vivo dans la prolifération et la différenciation 
cellulaire épithéliale de l’intestin murin adulte. Nous avons également étudié la voie Hh 
dans les maladies inflammatoires intestinales et plus spécifiquement l’impact de la délétion 
de Shh dans le développement de la colite ulcéreuse.
4.1 Expression des Hhs dans l’intestin et le côlon
La localisation des Hhs dans l’intestin est essentielle afin de comprendre les rôles 
qui leurs sont associés. Chez la souris adulte, l’expression de Shh est localisée dans 
quelques cellules de la crypte uniquement, ce qui rend difficile l’analyse du gradient de 
concentration de la protéine dans l’intestin grêle (van den Brink, 2007). Suite à la mesure 
en PCR semi-quantitatif, Shh semble peu exprimé dans le duodénum et le jéjunum alors 
qu’il est à son maximum dans l’iléon. Par la suite, son expression diminue dans le côlon 
proximal et distal. Cette étude est la première à décrire semi-quantitativement la présence 
de Shh dans l’intestin et le côlon chez la souris adulte. D’un autre côté, Ihh est connu 
comme étant le ligand principal de l’intestin, ce qui a été confirmé dans cette étude, et il est 
localisé dans les cellules de la villosité (van den Brink, 2007). À son maximum, les niveaux 
de Shh atteignent 44% de ceux d’Ihh dans l’iléon et environ 12% dans le côlon. Bien que 
Shh ne soit pas fortement exprimé, les rôles qui lui sont associés n ’en sont pas moins 
importants pour l’homéostasie intestinale puisqu’il s’agit d’un morphogène (Cohen, 2003). 
La délétion de l’exon 2 dans le modèle ShhAlEC a été confirmée par PCR et elle est de 86% 
dans l’iléon et de 50% dans le côlon. Une activité plus importante du promoteur de la
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Villine dans la section proximale de l’intestin pourrait être la cause d’une moins grande 
recombinaison dans le côlon. De plus, la délétion de Shh n’entraine aucune modulation de 
l’expression d’Ehh, ce qui laisse supposer que les phénotypes sont spécifiques à Shh et que 
les rôles des Hhs ne sont pas redondants et ne peuvent être compensés entres eux. Les 
mécanismes menant à l’expression de l’un ou l’autre des Hhs ne sont pas connus et 
l’acquisition différente des signaux par les divers membres de la famille Gli selon le ligand 
reçu reste à définir.
La localisation des ligands Hhs semble reliée à leurs rôles respectifs. D’abord, Shh 
est impliqué dans la différenciation des cellules caliciformes et de Paneth ainsi que dans la 
régulation positive de la prolifération. Selon l’axe rostro-caudal, Shh est retrouvé à l’iléon 
où les cellules de Paneth sont à leur maximum et au niveau du côlon où la production de 
mucus est plus abondante. Ensuite, selon l’axe vertical, Shh est retrouvé dans la crypte où 
les cellules progénitrices sont en prolifération et où le précurseur sécréteur se détermine. Au 
contraire, Ihh est impliqué dans la différenciation des entérocytes et dans la régulation 
négative de la voie Wnt (van den Brink et al., 2004). Selon l’axe rostro-caudal, Ihh est 
exprimé de façon constante dans l’intestin où les entérocytes sont les cellules épithéliales 
majoritaires. Les rôles attribués à Shh et à Ihh dans l’intestin adulte corrèlent donc avec leur 
position respective dans l’axe rostro-caudal et dans l’axe crypte-villosité.
4.2 La perte de Shh dans l’intestin et le côlon n’altère pas la croissance des animaux
qui démontrent une réduction de la longueur de l’intestin grêle
Bien que Shh soit un morphogène crucial pour le développement embryonnaire, la 
délétion contrôlée au stade El 5.5 dans l’épithélium de l’intestin et du côlon uniquement 
n’entraine aucun défaut dans la croissance des souris. Par contre, une réduction de la 
longueur de l’intestin grêle est visible. De plus, la prolifération épithéliale de l’intestin et du 
côlon est à la base du renouvellement de la muqueuse à tous les 3 à 5 jours. Le contrôle de 
la division cellulaire est donc crucial pour l’homéostasie chez la souris adulte. 
L’implication d’Ihh dans le contrôle négatif de la voie Wnt canonique et la localisation
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nucléaire de la P-caténine a déjà été montrée (van den Brink et al., 2004; van Dop et al., 
2010), mais aucune donnée n’était disponible pour Shh. Selon l’étude actuelle, la délétion 
de Shh au niveau de l’épithélium de l’intestin et du côlon engendre le rétrécissement 
graduel de l’intestin grêle qui devient significatif à l’âge de 7 mois. Les causes de cette 
diminution de la longueur de l’intestin n’ont pas été investiguées. Aucun lien direct ne peut 
être fait entre la longueur de l’organe et le niveau de prolifération épithéliale. D’ailleurs, 
une atteinte des muscles externes peut provoquer la contraction de l ’intestin et son 
rétrécissement subséquent. Les muscles circulaires et longitudinaux produisent les facteurs 
de transcription Gli, alors il n’est pas exclus que la délétion de Shh affecte ces couches de la 
paroi intestinale. Cette hypothèse est à valider. De plus, puisque Shh est un morphogène, il 
se peut que l’intestin grêle soit raccourcit par la diminution de l’étendu du gradient Hh dans 
le tissu. Par contre, le phénotype est progressif et devient significatif après 6 mois de vie. 
Somme toute, les mécanismes menant à une réduction de la longueur de l’intestin grêle sont 
à élucider.
4.3 La perte de Shh entraîne une diminution de la prolifération épithéliale
La réduction de la longueur de l’intestin grêle s’accompagne d ’une baisse du 
nombre de cellules prolifératives dans l’iléon de 23% et de 12.5% dans le côlon. Cette 
réduction de prolifération provoque également une diminution de l’épaisseur de la 
muqueuse, puisque l’axe crypte-villosité est réduit de 17% et les glandes coliques de 7%. 
C’est le compartiment cryptai qui est majoritairement atteint en absence de Shh tandis que 
la longueur des villosités n’est que faiblement affectée. Deux hypothèses sont probables, 
soit une diminution des protéines associées à la prolifération ou une augmentation de ses 
inhibiteurs suite à des signaux provenant du mésenchyme qui ne reçoit plus les signaux de 
Shh. Cependant, puisque les niveaux protéiques de la cycline D1 et de c-Myc ne semblent 
pas modulés, des analyses plus poussées devront être réalisées afin d’exclure la voie Wnt 
canonique du phénotype observé sur la prolifération. Les niveaux protéiques et la 
localisation de la p-caténine devront être analysés. Également, les inhibiteurs du cycle 
cellulaire, tels que p27CIP, devront être analysés. Ceux-ci pourraient jouer un rôle dans la
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réduction de la prolifération observée et pourraient expliquer ce résultat inattendu. 
D’ailleurs, il est connu que BMP4 est une cible directe des Hhs dans les cellules 
mésenchymateuses intestinales (Katoh, 2006). Or, les BMPs sont des antagonistes de la 
voie Wnt (Gregoriefï et al., 2005). Il était donc attendu que la délétion de Shh mène à une 
diminution des BMPs et à une augmentation de la voie Wnt. Dans le cas actuel, il se peut 
qu’Ihh soit responsable de l’expression de BMP4 dans l’intestin murin. Il sera crucial 
d’évaluer les niveaux de ces protéines chez les souris ShhAÆC.
Dans un autre ordre d’idée, puisque la signalisation Hh est majoritairement 
paracrine dans l’intestin murin, les cellules impliquées dans ce phénotype devront être 
identifiées. La voie Wnt non canonique est aussi présente dans l’intestin et les ligands sont 
majoritairement produits par les cellules mésenchymateuses. Ces cellules produisent 
également des antagonistes de Wnt tels que SFRP-1 et Dkk-3 (GregoriefFet al., 2005). Ces 
éléments devront être analysés chez les souris ShhAWC. Parmi les cellules 
mésenchymateuses, les MFSEi sont connus pour réguler la prolifération épithéliale et la 
niche de cellule souche dans l’intestin (Powell, et al., 1999). Puisque la littérature associe 
Ihh avec la différenciation de ces cellules mésenchymateuses, il est primordial d’analyser le 
statut de différenciation des MFSEi chez les souris ShhAmc. Une mauvaise différenciation 
de ces cellules pourrait expliquer la baisse de la prolifération observée en absence de Shh. 
En effet, les MFSEi sont responsables de la production de Wnt non canonique en plus de 
produire des facteurs de croissance, des morphogènes et des éléments de la matrice 
extracellulaire essentiels au compartiment épithélial (Powell, et al., 1999). Dans le cas où 
Shh interviendrait dans la différenciation des MFSEi, il serait possible de supposer que les 
phénomènes mentionnés pourraient être altérés dans le modèle ShhAmc. Somme toute, les 
mécanismes directs ou indirects impliqués dans la régulation de la prolifération par Shh 
devront être plus amplement explorés. Finalement, le marquage de PCNA n’est pas modulé 
dans le jéjunum, ce qui était attendu puisque Shh est peu exprimé dans cette région (non 
montré).
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Au niveau embryonnaire, la délétion de Shh mène à une prolifération accrue 
aberrante et à l’obstruction de la lumière intestinale due à l’allongement des villosités. Il 
semble que Shh régulerait à la baisse la prolifération des cellules épithéliales intestinales au 
niveau embryonnaire (Ramalho-Santos et al., 2000). Les résultats observés dans notre 
modèle sont donc inattendus. En effet, il a été montré que chez l’adulte, la délétion de Shh 
mène à une diminution de la prolifération. De la même façon, au niveau embryonnaire, la 
délétion à'Ihh mène à une diminution de la prolifération et à un quasi absence des villosités 
(Ramalho-Santos et al., 2000). Au contraire, chez l’adulte, la délétion à’Ihh et la 
surexpression de l’antagoniste Hhip entrainent une augmentation très importante de la 
prolifération (Zacharias et a l, 2011). Il semble donc que les Hhs ont des rôles 
complètement opposés selon le stade de développement. De plus, la hausse de la 
prolifération observée lors de l’inhibition de la voie totale serait en lien avec la perte d’Ihh 
et masquerait le phénotype de Shh puisque le premier ligand est de loin majoritaire dans 
l’intestin de la souris. Par contre, les modèles classiques de délétion des Hhs affectent de 
façon systémique le développement de la souris alors que le modèle ShhAÎEC cible 
spécifiquement les cellules épithéliales intestinales. La différence entre les phénotypes de 
délétion totale et spécifique peut être liée à d’autres types cellulaires ou à un effet du 
métabolisme.
4.4 La perte de Shh n’influence pas la détermination précoce des cellules épithéliales
mais altère la maturation terminale des cellules caliciformes et de Paneth
Les Hhs sont connus pour réguler la différenciation cellulaire de plusieurs tissus. Au 
niveau de l’intestin, l’implication des Hhs dans ce processus n’est toutefois pas connue, 
malgré qu’Ihh influence la maturation des entérocytes (van Dop et a l, 2010). Les rôles de 
Shh dans la différenciation cellulaire ont été abordés dans cette étude. Selon les résultats, 
Shh n’influence pas la détermination des cellules souches épithéliales en précurseurs 
respectifs, mais influencerait les étapes de maturation terminale. D’abord, selon les niveaux 
protéiques de la cycline D1 et de c-Myc en immunobuvardage, la voie de Wnt ne semble 
pas modulée. Or, il est connu que la voie Wnt ainsi que la voie Notch sont à la base de la
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détermination épithéliale de l’intestin (Crosnier et al., 2006). De plus, les niveaux 
protéiques de Mathl en immunobuvardage sont constants entre les souris contrôles et 
expérimentales. Ceci suggère qu’il y aurait un nombre similaire des deux types de 
précurseurs en absence de Shh, puisque c’est l’inhibition de Mathl qui permet la formation 
des cellules absorbantes et sa présence qui engendre la lignée sécrétrice. Il serait très 
intéressant de sonder l’activité de la voie Notch, en autre en mesurant les niveaux de Hesl, 
afin de voir la régulation de la lignée absorbante. Par contre, aucune modulation n ’est 
attendue puisque Mathl, qui est normalement inhibé par Hesl, n’est pas affecté par la 
délétion de Shh. Il serait également pertinent d'évaluer les niveaux d'ARNm de Mathl afin 
de mesurer plus précisément la régulation de ce facteur de transcription par H esl.
Ensuite, la différenciation du précurseur sécréteur en cellule entéroendocrine ou en 
précurseur commun aux cellules caliciformes et de Paneth ne semble pas modulée. En effet, 
le nombre de cellules entéroendocrines par IF contre CgA et le niveau d ’expression de Kl/9 
en qPCR ne changent pas chez les souris ShhAJEC. Dans un premier temps, il serait 
intéressant de mesurer l’expression de la Ngn3 et de NeuroD pour valider les résultats pour 
les cellules entéroendocrines qui ne semblent pas affectées par Shh. La Ngn3 et NeuroD 
sont les principaux effecteurs de la maturation des cellules entéroendocrines dans l’intestin 
murin (Lopez-Diaz et al., 2007). D’un autre côté, il existe un intermédiaire commun aux 
cellules caliciformes et de Paneth. Chez les souris ShhAlEC, aucun défaut dans ce précurseur 
n’a été observé par les niveaux d’expression de Klf9, facteur impliqué dans l’établissement 
de cette lignée sécrétrice (Simmen et al., 2007). Par contre, la maturation en cellule 
caliciforme ou de Paneth est anormale suggérant un défaut dans la différenciation terminale 
de ces cellules et non pas dans la détermination précoce des cellules progénitrices.
D’abord, les marqueurs de différenciation terminale des cellules productrices de 
mucus sont Klf4 (Katz et al., 2002), Muc2 et Tfï3 (Trefoil factor 3) (Podolsky et al., 1993). 
Les analyses en PCR quantitatif de Klf4 montrent une expression moindre de 23% dans 
l’iléon, mais non significative. Par contre, les valeurs obtenues sont variables entre les 
individus, autant chez les contrôles que les ShhAlEC, puisque les souris sont sur un bagage
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génétique hybride. Lors des croisements de souris qui possèdent des bagages génétiques 
différents, la contribution de chacun des parents est variable dans la descendance. En effet, 
lors d’un croisement de souris C57BL6 et 129Svev, selon la théorie, la descendance devrait 
être à 50% de chacun des bagages génétiques. Or, cela n’est pas toujours constant en 
pratique et peut varier grandement d’un souriceau à l’autre. Certains bagages génétiques 
sont plus susceptibles que d’autres à certaines maladies et présentent des réponses variables 
en fonction de l’espèce, comme il est retrouvé chez l’humain. Il sera donc important de 
refaire la manipulation pour augmenter le nombre de souris analysées et ainsi réduire 
l’écart entre les valeurs. D’un autre côté, aucune donnée de la littérature ne relie Shh à 
l’expression de Klf4 et le mode de régulation reste encore à déterminer. Cependant, bien 
que Klf4 semble diminué, Muc2 est inchangé dans l’intestin et le côlon. Il est connu qu’une 
délétion systémique de Klf4 entraine une forte diminution de Muc2 à la naissance (Katz et 
a l, 2002). La régulation de Muc2 par Klf4 pourrait être indirecte et provenir de divers 
types cellulaires dus à une délétion classique, alors que le modèle ShhAmc cible 
spécifiquement les cellules épithéliales intestinales. Bien que l’ARNm de Muc2 est 
inchangé, les niveaux protéiques des mucines acides, dont fait partie la mucine 2, sont 
grandement réduits dans le modèle utilisé selon une coloration à l’alcian bleu. Il se peut que 
la modulation de Muc2 n’ait pas été observée dû à la variabilité inter individu. En effet, 
selon les analyses, Muc2 est réduit de 22% au même titre que Klf4, mais l’écart entre les 
valeurs est beaucoup plus important. La localisation des extraits prélevés influence 
grandement les niveaux de Muc2 puisque la production de mucus est beaucoup plus 
importante dans les segments distaux de l’intestin. Il sera donc essentiel de s’assurer de 
prélever la même portion de l’iléon et du côlon pour tous les individus, malgré que 
certaines précautions aient déjà été prises lors des manipulations effectuées. Toutes ces 
hypothèses restent à valider. Finalement, afin de confirmer les problèmes de différenciation 
terminale, l’analyse de Tff3 devra être réalisée. Cette protéine se lie au mucus, augmente sa 
viscosité, le stabilise et empêche sa dégradation par les bactéries (Gaudier et Hoebler,
2006). Elle est donc essentielle au bon fonctionnement des cellules caliciformes. Il est 
primordial d’effectuer l’analyse de TfB en absence de Shh.
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Dans un dernier temps, Shh influence la différenciation terminale des cellules de 
Paneth dans l’intestin. Le marqueur principal de ces cellules est Sox9 (Weeks et a l, 2006). 
La délétion de Shh chez les souris adulte n’entraine aucune modulation de l’expression de 
Sox9. Toutefois, malgré que les valeurs statistiques ne soient pas significatives, une 
réduction de 40% de l’expression de Sox9 pourrait être observée avec des analyses 
supplémentaires. En effet, la régulation de Sox9 par Shh est bien connue dans plusieurs 
tissus, comme dans les chondrocytes (Park et al., 2010) (Tavella et al., 2004) et dans les 
cellules souches des follicules pileux (Vidal et al., 2005). Shh contrôle tous les membres du 
groupe SoxE dans la rétine (McNeill et a l, 2011). Dans le cerveau, Sox9 agit en aval de 
Shh dans le maintien des cellules souches neuronales (Scott et al., 2010). Finalement, dans 
la métaplasie de l’œsophage de Barrett, une augmentation de Shh est reliée à l’expression 
de BMP4 mésenchymateux et de Sox9 épithélial (Wang et al., 2010). Selon cette étude, 
c’est BMP4 qui permet l’expression de Sox9. Or, il est connu que BMP4 mésenchymateux 
est une cible de Shh dans les MFSEi de l’intestin (Katoh, 2006). Les niveaux protéiques de 
cette molécule devront être mesurés, un premier essai s’étant avéré infructueux. 
L'expression de BMP4 en qPCR serait également une alternative envisageable. En résumé, 
le défaut de différenciation terminale des cellules de Paneth affecte la production des agents 
antimicrobiens dont le lysozyme et les a-défensines, altérant ainsi la fonctionnalité de ces 
cellules en absence de Shh.
4.5 La perte de Shh dans l’intestin n’a aucun impact sur la fonction des cellules
entérocytes
Les Hedgehogs sont impliqués dans le processus de différenciation cellulaire de 
plusieurs tissus (van den Brink et al., 2004). Dans l’intestin, l’implication d’Ihh sur la 
différenciation des entérocytes est bien connue (van Dop et a l, 2010). Il régule la 
formation de la bordure en brosse ainsi que l’expression de plusieurs enzymes digestives 
(van Dop et al, 2010). De plus, une activation constitutive de la voie par la délétion de 
Ptcl provoque une différenciation prématurée des cellules absorbantes de l’intestin (van 
Dop et al, 2009). Le rôle de Shh sur ce dernier phénotype a été investigué. Selon les 
résultats, les entérocytes sont sensibles à Ihh mais pas à Shh. D’abord, morphologiquement,
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les entérocytes ne sont pas affectés par la délétion de Shh. La bordure en brosse et les 
microvillosités semblent intactes en microscopie électronique. La longueur moyenne de 1 
200nm pour les microvillosités est conservée chez les souris ShhA]EC. De plus, le complexe 
apical de jonction n’est pas modulé autant en niveau protéique de la Claudine 1 et 2, de 
Jam-A, de l’occludine et de l’E-cadhérine qu’au niveau de son apparence en microscopie 
électronique. Finalement, les protéines impliquées dans la digestion et l ’absorption des 
nutriments par les entérocytes ne sont pas affectées suite à la délétion de Shh. En effet, 
l’expression de la sucrase-isomaltase et la localisation d ’iFABP dans le haut des villosités 
de l’iléon sont les mêmes chez les souris contrôles et ShhATEC. Tous ces résultats portent à 
croire que Shh n’aurait pas de rôle dans la différenciation des entérocytes, contrairement à 
Ihh. Bien sûr, d’autres analyses devront être effectuées pour confirmer cette conclusion. 
Plusieurs enzymes restent à analyser, telles que l’anhydrase carbonique et la phosphatase 
alcaline en plus des protéines d’absorption des différents nutriments simples et les canaux 
ioniques. Somme toute, les entérocytes ne semblent pas être une cible de Shh dans l’intestin 
murin adulte.
4.6 La perte de Shh dans l’intestin n’influence pas le nombre de cellules
entéroendocrines
Comme il a été mentionné, les Hhs sont impliqués dans le processus de 
différenciation cellulaire de plusieurs tissus. Par contre, aucune donnée n ’est disponible 
pour les cellules endocrines de l’intestin. Au niveau du pancréas, les Hhs sont normalement 
exclus de cet organe adulte. Une activation forcée de la voie Hh dans le pancréas mène à 
une dédifférenciation des cellules Bêta responsables de la production de l’insuline 
(Landsman, et al., 2011). Cette dédifférenciation provoque une altération des fonctions 
attribuées aux cellules Bêta et de la sécrétion d’insuline, avec une augmentation de la 
transcription de Hesl et de Sox9, menant à une intolérance au glucose chez les souris 
expérimentales (Landsman, et al., 2011). Dans l’intestin, il ne semble pas y avoir de lien 
entre les cellules productrices d’hormones et Shh. En effet, suite à un marquage de la CgA, 
qui est une protéine commune à la majorité des cellules endocrines et neuroendocrines chez
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rhumain (Hendy et al., 1995), aucune modulation du nombre de cellule entéroendocrine 
n ’est observée suite à la délétion de Shh. Bien entendu, des analyses plus poussées devront 
être effectuées afin de visualiser les différents types de cellules présentes. D’ailleurs, il en 
existe plus de 16 types selon les hormones et les peptides produits (Noah et al., 2011). 
Malgré un nombre constant de 0,8 cellule CgA positive chez les souris contrôles et ShhMBC, 
une modulation des différentes hormones pourrait quand même avoir lieu, comme il est le 
cas lors de l’activation forcée des Hhs dans le pancréas (Landsman, et al., 2011). Il se 
pourrait également qu’il y ait une favorisation d’un type particulier de cellules endocrines 
au dépend des autres. Ces hypothèses sont à confirmer.
4.7 La perte de Shh dans l’intestin se répercute sur les fonctions des cellules
caliciformes qui sont compromises
Comme il a été mentionné plus tôt, la différenciation terminale des cellules 
caliciformes semble affectée par la délétion de Shh. En plus, la maturation et les fonctions 
de production de mucus semblent dérégulés chez les souris ShhAIEC. Dans un premier 
temps, l’analyse de l’ultrastructure des vésicules de sécrétion démontre un défaut dans le 
contenu de celles-ci qui sont plus petites et plus denses. Ce problème n’origine pas des 
mucines neutres ou basiques qui sont similaires entres les souris contrôles et ShhAmc, 
comme l’a démontré le marquage au PAS, avec 7.8 cellules par villosité de l’iléon. 
L’origine du problème serait plutôt une forte réduction des mucines acides selon la 
coloration à l’alcian bleu. Dans l’iléon, les mucines acides sont diminuées de 16% et de 
façon beaucoup plus importante dans le côlon. En lien avec ces résultats, la sécrétion 
réduite des mucines coliques se répercute sur l’épaisseur des couches de mucus qui 
protègent la paroi intestinale. La coloration à l’alcian bleu montre une diminution de la 
couche de mucus associée à la muqueuse, mais également une forte réduction de la couche 
de mucus soluble de la lumière dans le côlon de toutes les souris analysées par cette 
technique. Finalement, une analyse des mucines sulfatées est essentielle pour voir si Shh 
régule cette famille de mucine dans l’intestin.
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Dans un autre ordre d’idée, la maturation des mucines semble compromise en 
absence de Shh. En effet, la glycosylation du mucus est essentiel à son bon fonctionnement 
et pour capter les microorganismes et les composés antimicrobiens dans la lumière. 
L’analyse en IF de la fucosylation, grâce à la lectine-UEA, montre une altération flagrante 
de la maturation des mucines dans les cellules caliciformes et un peu moins importante 
dans la lumière. Il serait intéressant d’utiliser diverses lectines pour voir s’il existe une 
variabilité dans le profil de glycosylation des mucines en absence de Shh. Également, la 
composition de la flore intestinale peut influencer ce processus de maturation. Il serait 
intéressant d’analyser la composition bactérienne chez la souris ShhAmc afin de corréler les 
résultats et la présence de microorganismes. La présence de la microflore commensale est 
impliquée dans le bon fonctionnement de la muqueuse ainsi que dans le métabolisme 
(Delzenne et Cani, 2008). Un changement dans la diversité du microbiome est souvent relié 
au développement de certaines pathologies digestives telles que l’inflammation et le cancer 
gastrique (Delzenne et Cani, 2008). Finalement, les mécanismes impliqués dans la 
production et la sécrétion des mucines acides et la fucosylation devront être investigués. 
Somme toute, la perte de Shh dans l’épithélium intestinale et colique pourrait influencer 
directement la barrière intestinale en altérant la production de mucus. Le mucus intestinal 
permet la protection de l’épithélium de divers stress physiques, chimiques et oxydatifs en 
plus de limiter la présence bactérienne en contact directe avec la muqueuse et faciliter son 
élimination (Gaudier et Hoebler, 2006). Chez les souris ShhAŒC, l’épithélium pourrait être 
soumis à divers stress puisque le mucus est diminué, ce qui peut potentiellement engendrer 
une réponse inflammatoire.
4.8 La perte Shh dans l’intestin empêche le bon fonctionnement des cellules de Paneth
de l’iléon
Il existe un lien entre les cellules de Paneth et la signalisation Hedgehog. En effet, 
leurs précurseurs immatures expriment le récepteur Ptc et les cellules matures semblent 
produire Ihh (Vamat et al., 2006), quoi que celui-ci n’ait pas été identifié dans la crypte lors 
de la localisation des effecteurs Hhs (van den Brink, 2007). Selon notre étude, il semblerait
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également que Shh influence les cellules de Paneth. Premièrement, comme il a été 
mentionné plus tôt, leur différenciation terminale est affectée par la délétion de Shh 
puisqu’un défaut dans l’expression de Sox9 a été observé. En plus, la maturation et la 
production des agents antimicrobiens sont dérégulées chez les souris ShhAmc. Dans un 
premier temps, l’analyse de l’ultrastructure des granules de sécrétion démontre un défaut de 
celles-ci qui sont plus petites de 23% mais dont le nombre reste inchangé. Il se peut que 
leur contenu soit diminué ou qu’il y ait favorisation des granules de petites tailles au 
détriment des grosses. Afin de discerner le contenu de chaque granule en fonction de leur 
taille, une approche en microscopie électronique avec l’utilisation de billes d’or couplées à 
des anticorps spécifiques pourrait être utilisée dans le futur. Une deuxième observation 
grâce à l’ultrastructure est l’apparence beaucoup plus relâché du réticulum endoplasmique 
et la présence de vacuole. Selon la littérature, ce phénomène est associé à une réduction de 
l’autophagie dans ce type cellulaire (Stappenbeck, 2009). Cette hypothèse a été confirmée 
et les résultats sont discutés plus loin.
Dans un second temps, un marquage en IF contre le lysozyme montre une plus 
faible intensité de la protéine. Le décompte cellulaire suite à ce marquage attribue une 
réduction de 27% du nombre de cellules de Paneth par crypte dans l’iléon en absence de 
Shh. En plus d’être moins nombreuses, un important défaut de production des protéines à 
sécréter est observé. Une forte réduction de 60% dans l’expression générale des a- 
défensines et de 37% pour MMP7 a été mesurée en absence de Shh. Ces résultats suggèrent 
que la taille des granules de sécrétion est réduite puisque leur contenu est altéré. Il serait 
important d’évaluer chacune des a-défensines de façon individuelle afin de voir si la 
variation touche davantage un type qu’un autre. Les mécanismes permettant l’expression 
des agents antimicrobiens par Shh sont encore à déterminer. Une régulation directe par les 
facteurs de transcription Gli est possible puisque des récentes données de la littérature 
situent le récepteur Ptc dans les cellules de Paneth immatures (Vamat et al., 2006). Une 
étude des promoteurs des gènes modulés en absence de Shh devra être effectuée pour voir 
la présence de séquences de liaison des Gli sur la chromatine. Dans le cas contraire, la 
signalisation paracrine ne pourra être exclue. Il se peut que les cellules mésenchymateuses
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réagissent à la perte du signal Hh et agissent par la suite sur l’épithélium. Il est d’ailleurs 
reconnu que les interactions épithéliaux-mésenchymateuses sont au cœur de l’homéostasie 
de l’intestin (Kedinger et al. 1998). Les cellules de Paneth se situent au fond de la crypte. 
Elles sont donc à proximité des MFSEi qui longent de près l’épithélium. Ces cellules 
mésenchymateuses peuvent être affectées de façon paracrine par la délétion de Shh et agir à 
leur tour en rétrospection sur l’épithélium. Comme il est connu que BMP4 
mésenchymateux, une cible de Shh, permet l’expression de Sox9 épithélial dans la 
métaplasie de l’œsophage de Barrett (Wang et al., 2010), il n ’est pas exclu que les autres 
gènes de différenciation des cellules de Paneth, telles que le lysozyme et les a-défensines 
soient aussi affectés par les interactions épithéliaux-mésenchymateuses dans le modèle 
ShhAŒC. Somme toute, Shh semble important pour la différenciation terminale et la fonction 
des cellules de Paneth dans l’intestin. Encore une fois, la perte de Shh dans l’épithélium 
intestinal semble influencer directement la barrière intestinale en altérant sa défense 
antimicrobienne. Puisque les cellules de Paneth participent à la régulent de la composition 
de la microflore, il serait alors très intéressant d’analyser la composition bactérienne chez 
les souris ShhAmc. Finalement, les rôles d’Ihh dans ces cellules devront être approfondis 
afin de discerner l’implication de chacun des ligands sur les cellules de Paneth. Il est connu 
que la délétion de PPAR/3 entraine une augmentation d’Ihh, mais les rôles de ce dernier ne 
sont pas connus (Varnat et al., 2006). De plus, aucune donnée sur les fonctions d’Ihh dans 
la production et la sécrétion des agents antimicrobiens n’est encore disponible dans la 
littérature.
4.9 La délétion de Shh engendre une diminution de l’autophagie possiblement par une
activation de la voie mTor
Le défaut du réticulum endoplasmique des cellules de Paneth dont l’apparence est 
beaucoup plus relâchée et vacuolisée peut être associé à une réduction de l’autophagie dans 
ce type cellulaire (Stappenbeck, 2009). D’ailleurs des défauts semblables ont été observés 
dans un modèle de délétion pour ATG16L1 où l’autophagie est réduite (Stappenbeck, 
2009). Une telle anomalie se retrouve également dans les cellules de Paneth chez l'humain
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lors de la maladie de Crohn (Kaser et Blumberg, 2011). Chez les souris ayant une délétion 
de Shh dans l’intestin, une modulation à la baisse de LC3II, associé à la membrane de 
l’autophagosome, est présente chez l’adulte en immunobüvardage. L’autophagie est 
impliquée dans la production et la sécrétion des agents antimicrobiens et des cytokines anti- 
inflammatoires par les cellules de Paneth de l’intestin (Stappenbeck, 2009). Un défaut dans 
ces phénomènes entraine une modulation de la composition de la microflore chez les souris 
ayant une délétion û'ATG16L dans les cellules de Paneth (Stappenbeck, 2009). Il peut donc 
être attendu dans le modèle ShhAlEC que la microflore soit modulée en plus d’avoir une 
réduction de la production et de la sécrétion des agents antimicrobiens.
La possible réduction de l’activité autophagique observée dans notre modèle ne 
serait pas due aux effecteurs Bécline 1 et ATG16L qui ne sont pas modulés en absence de 
Shh. Par contre, une augmentation de l’inhibition pourrait être en cause. Premièrement, la 
voie mTor est connue pour être le principal inhibiteur de la macroautophagie (Emma,
2007). L’activité de mTor est mesurée par l’activation de la kinase associée à la protéine 
ribosomale S6 (S6K) et à la phosphorylation de S6rp. Bien que les résultats montrent une 
augmentation non significative de la phosphorylation de S6rp en immunobuvardage dans 
notre modèle, il est déjà connu que Shh peut moduler la voie mTor (Mainwaring et Kenney, 
2011). En effet, lors de l’ajout de Shh recombinant dans le cervelet en développement, 
l’activité de la S6K est inhibée selon les niveaux de phosphorylation observée de la S6rp. 
La phosphatase PP2A semble impliquée dans cette inhibition (Mainwaring et Kenney, 
2011). Il semble donc exister les mêmes interactions entre Shh et la voie mTor dans le 
cervelet et dans l’intestin. Il sera important d’identifier les mécanismes par lesquels Shh 
module la voie mTor. Il serait très intéressant de valider les niveaux d’expression et 
d’activité de la PP2A dans notre modèle en PCR quantitatif et en immunobuvardage. Il 
serait aussi pertinent de regarder la voie PI3K/Akt/Pten, une voie importante pour la 
régulation de la voie mTor par les facteurs de croissance (Hay et Sonenberg, 2004). De 
plus, puisque ce sont des extraits totaux d’intestin grêle qui ont servis à l’analyse, le 
problème autophagique pourrait être plus étendu que ce qui est suggéré. L’isolation des 
types cellulaires épithéliaux ou une visualisation de la phosphorylation de S6rp permettront 
d’identifier les cellules déficientes pour l’autophagie. Finalement, un marquage en
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immunofluorescence de LC3 et du lysozyme serait une excellente façon pour visualiser 
l'autophagie dans les cellules de Paneth.
Bien que l’apparence du réticulum vacuolisé et la diminution de la production des
agents antimicrobiens puissent s’expliquer par une baisse dans le phénomène autophagique
des cellules de Paneth, ce résultat va à rencontre du phénotype observé dans la
prolifération cellulaire. Normalement, l’activation de mTor et de la S6K provoque une
progression du cycle cellulaire (Mainwaring et Kenney, 2011). 11 serait donc attendu que la
délétion de Shh qui entraine une augmentation de la voie mTor provoque une progression
du cycle. Or le contraire a été observé. La voie mTor a été mesurée sur des extraits totaux
d’intestin. Il se peut donc que les cellules ayant une activité de S6K plus élevée ne soient
pas les cellules progénitrices prolifératives. De ce fait, il est d ’autant plus important que les
types cellulaires ayant une voie mTor active soient identifiés. Puisque l’apparence du
réticulum endoplasmique est vacuolisée et que la production des agents antimicrobiens est
affectée dans le modèle ShhAmc, les cellules de Paneth sont les premières qui seront isolées
/
et analysées de façon spécifique. Egalement, des phénotypes semblables ont été observés 
dans les cellules caliciformes qui produisent elles aussi une quantité importante de 
protéines à sécréter qui sont emmagasinées dans des vésicules. Bien que le réticulum soit 
d’apparence normale, les cellules caliciformes pourraient être influencées par l’élévation de 
la voie mTor en absence de Shh dans l’intestin adulte murin. Cette hypothèse est à valider.
Lors de l’ajout de Shh, la traduction est activée par eIF4E (Eukaryotic translation 
initiation factor 4E) et la phosphorylation de 4E-BP (eIF4E-binding protein), un inhibiteur 
de eIF4E, dans le cervelet en développement (Mainwaring et Kenney, 2011; Hay et 
Sonenberg, 2004). Le facteur eIF4E est impliqué dans l’initiation de la traduction des 
ARNm et la phosphorylation de 4E-BP diminue son affinité avec cette protéine. Lors de la 
délétion de Shh dans l’intestin, les protéines sécrétrices produites en grandes quantité par 
les cellules caliciformes et de Paneth sont altérées. Les niveaux de eIF4E et de la 
phosphorylation de 4E-BP devront être mesurée chez les souris ShhAŒC. Étrangement, les 
niveaux protéiques ne concordent pas avec l'expression des ARNm. D’abord, l’ARNm du
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lysozyme est exprimé 150% plus que chez les souris contrôles, bien que les valeurs 
statistiques ne soient pas significatives due à 1’ hétérogénéité des souris ShhAmc, mais la 
protéine est moins produite. Ensuite, les niveaux d’expression de Muc2 ne sont pas changés 
en absence de Shh, mais la protéine est beaucoup moins présente chez les souris ShhAmc. 
Une diminution d’eIF4E actif suite à une délétion de Shh pourrait expliquer ces résultats et 
la diminution généralisée de la production des protéines sécrétées en grande quantité par les 
cellules caliciformes et de Paneth. Par contre, selon les renseignements disponibles dans le 
cervelet, cette hypothèse est peu probable. Dans un autre ordre d’idée, il se pourrait aussi 
que les cellules présentes essaient de compenser pour la production de lysozyme des 
cellules Paneth et des mucines acides des cellules caliciformes qui sont diminués en 
nombre suite à la délétion de Shh, d’où l’augmentation de l’ARNm. Finalement, une 
stabilisation des ARNm ou une demi-vie réduite des protéines ne peut pas être exclue. 
Somme toute, les mécanismes régulés par Shh dans la transcription, la traduction et la 
stabilité des ARNm et des protéines devront être élaborés.
4.10 Rôles de Shh dans la différenciation du mésenchyme
L’implication des Hhs dans la différenciation du mésenchyme intestinal est connue 
(Powell et al, 2011). Ihh module positivement la maturation des MFSEi et les cellules 
musculaires lisses présentes dans la lamina propria, en plus de restreindre la quantité de 
cellules immunitaires présentes dans la muqueuse (van Dop et al., 2010). Des études in 
vitro ont montré que Shh peut également activer les Gli dans les MFSEi (Madison et a l, 
2005). Il serait donc intéressant d’analyser la composition du mésenchyme chez les souris 
ShhAmc. Le marquage en IF de l’actine de muscle lisse et de la vimentine, un marqueur 
fibroblastique, permet la localisation et une évaluation du nombre de cellules MFSEi. Une 
double IF contre l’actine de muscle et la desmine permet l’observation des cellules 
musculaires lisses. Un marquage du collagène, de la fibronectine, des protéoglycans et des 
différentes MMPs est aussi possible pour évaluer la composition de la matrice 
extracellulaire. Selon les informations de la littérature et les résultats observés dans le 
modèle, une altération de la différenciation des MFSEi serait attendue. En effet, ces cellules
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mésenchymateuses contrôlent de façon paracrine la prolifération et la production de 
nombreux facteurs de croissance et morphogénétiques essentiels à l’épithélium. Une 
mauvaise maturation de ces cellules pourrait expliquer la diminution de la prolifération 
(Zacharias et al., 2011). De plus, une réduction de BMP4 qui est une cible directe des Hhs 
dans les MFSEi pourrait agir de façon paracrine pour la production diminuée de Sox9 
(Wang et al., 2010).
Au contraire de la délétion d'Ihh dans l’intestin (van Dop et al., 2010), aucune 
inflammation spontanée n’a été observée dans les souris expérimentales. Par contre, des 
études in vitro ont montré l’implication de Shh dans la maturation des cellules im m unitaires 
et la production de cytokines anti-inflammatoires (Zacharias et al., 2010). Dans le cerveau 
où Shh est bien connu, ce ligand a des rôles dans la limitation de l’adhésion et la migration 
des cellules leucocytaires (Alvarez et al., 2011). Il est également reconnu que Shh module 
l’attraction des macrophages dans l’estomac en présence de Helicobacter pylori 
(Schumacher et al., 2012). Dans l’intestin, les rôles de Shh sur les cellules immunitaires de 
la lamina propria ne sont pas encore connus. Avec les informations disponibles dans les 
autres organes, il se pourrait que la délétion de Shh puisse favoriser l’arrivée des leucocytes 
à la muqueuse en présence de stress inflammatoire et pourrait également nuire au 
recrutement des macrophages lors d’infection avec des pathogènes. Des marquages de 
cellules immunitaires, telles que la myélopéroxydase pour les neutrophiles, le "EGF-like 
module-containing mucin-like hormone receptor-like 1 ou F4/80 " pour les macrophages et 
le "Cluster of Différentiation 3" pour les cellules T devront être réalisés afin de vérifier leur 
présence dans la muqueuse de souris ShhAmc.
Bien qu’il puisse également influencer les cellules mésenchymateuses de l’intestin, 
la présence d’Ihh en grande quantité pourrait nuire à l’analyse des rôles spécifiques de Shh 
sur le compartiment mésenchymateux en diluant l’effet attendu. Bien que les niveaux 
d’expression d’Ihh soient inchangés dans le modèle ShhAmc, dans le cas où les deux ligands 
auraient des rôles similaires sur les cellules mésenchymateuses, les effets de la délétion de 
Shh qui est largement inférieur à Ihh pourrait être compensé par le second ligand qui est
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majoritaire. Par contre, dans le cas où Shh et Ihh auraient des rôles distincts, il serait 
possible d’attribuer directement les phénotypes observés aux rôles de Shh exclusivement. 
Des analyses de la différenciation des cellules mésenchymateuses et de la composition de la 
matrice extracellulaire permettront de faire la lumière sur les rôles respectifs de Shh et 
d’Ihh afin de voir s’ils ont des effets communs ou distincts sur ces phénomènes.
4.11 La voie Hh est diminuée dans les maladies inflammatoires intestinales
Un polymorphisme dans le gène codant pour Gli 1 a été retrouvé chez les patients 
atteints de maladie de Crohn et de colite ulcéreuse (Lees et al., 2008). De plus, les 
phénotypes associés à la délétion d 'Ihh et de Shh dans l ’intestin suggèrent des rôles 
importants pour la signalisation Hh dans les processus inflammatoires. D’ailleurs, Ihh 
influence la maturation des entérocytes et l’attraction des cellules immunitaires à la 
muqueuse (van Dop et al., 2010) tandis que Shh participe à la formation et aux fonctions de 
l’hydrogel de mucus et à la production des agents antimicrobiens. Pour toutes ces raisons, 
l’analyse de la voie de signalisation Hh a été effectuée chez des patients atteints de Mil 
ainsi que chez la souris avec une colite ulcéreuse induite au DSS. Les résultats obtenus sur 
des cDNA commerciaux de régions inflammées ont montré une réduction significative de 
55% de l’expression de Glil dans la colite ulcéreuse chez l’humain avec une forte réduction 
d’Ihh autant dans la colite (80%) que dans la maladie de Crohn (65%). Toutefois, Shh n ’est 
pas modulé de façon significative. Chez la souris, Glil est également réduit de 81% au 
début du traitement DSS tandis que Ptcl et Ihh sont diminués tout au long du 
développement de la maladie, de plus de 70% et de 83% respectivement. Tout comme chez 
l’humain, Shh n’est pas modulé. Selon l’étude actuelle, la signalisation Hh est altérée de 
base lors du développement des Mil et de façon similaire entre l’humain et la souris de type 
sauvage traitées au DSS.
Malgré que les Hhs soient produits par Tépithélium, la réduction d’Ihh, de Ptcl et 
de Glil ne peuvent être en lien avec la destruction de cette partie de la muqueuse dans les 
Mil puisque ce phénotype est observé dès 2 jours de traitement chez la souris. Or, la
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muqueuse intestinale semble intacte à ce stade de développement de la colite. Le stress 
inflammatoire engendré par le DSS influencerait donc les entérocytes qui cesseraient 
ensuite leur production de Hhs. Il se peut que cette simple atteinte des entérocytes soit à 
l’origine de la diminution des Hhs. Par contre, puisque la littérature a montré qu’une 
délétion A'Ihh est impliquée dans l’appel des macrophages, de neutrophiles et de cellules T 
à la muqueuse intestinale (van Dop et al., 2010), il se peut que les cellules utilisent cette 
stratégie lors du traitement au DSS pour accélérer la réponse inflammatoire dans le but de 
prévenir l’arrivée des pathogènes à la muqueuse. D’un autre côté, il semble y avoir une 
tendance de l’épithélium à augmenter Shh dans les situations inflammatoires 
pathogéniques. Malgré que les analyses en qPCR ne soient pas statistiquement 
significative, le phénomène est observé autant chez l’humain que chez la souris de type 
sauvage atteint de MIL Les manipulations devront être reprises avec un nombre d’individu 
plus élevé afin de valider les résultats. Aussi, il sera primordial de séparer les cDNA 
commerciaux en groupes de patients avec une maladie active comparativement avec une 
maladie au stade inactif pour bien cerner l’expression de Shh dans les MIL Somme toute, 
l’augmentation de Shh pourrait encore une fois être une stratégie de l’épithélium pour 
ralentir l’inflammation, puisqu’il est impliqué dans la défense intestinale par la production 
de mucus et d’agents antimicrobiens. Toutes ces hypothèses seront à confirmer.
4.12 Susceptibilité aux maladies inflammatoires intestinales en absence de Hh
Selon les résultats observés lors des Mil chez l’humain et chez la souris, la mutation 
de Glil qui a été répertoriée chez les patients atteints de maladie de Crohn et de colite 
ulcéreuse pourrait être un facteur de susceptibilité à développer ces maladies (Lees et al.,
2008). En effet, puisque la voie Hh est réduite de façon basale dans ces pathologies, une 
diminution prématurée de l’activité transcriptionnelle de Glil pourrait accélérer le 
développement de l’inflammation en présence de stress. Elle pourrait également être une 
cause d’une accumulation dérégulée de cellules immunitaires dans l’intestin puisque les 
Hhs régulent la présence des macrophages, des neutrophiles et des cellules T dans la 
muqueuse (van Dop et al., 2010). Également, des défauts dans l’homéostasie de
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répithélium et du mésenchyme peuvent être à l’origine des Mil (Xavier et Podolsky,
2007). Comme il est connu que les Hhs interviennent dans la prolifération épithéliale et 
dans la différenciation des cellules entérocytes, des cellules caliciformes et de Paneth en 
plus de celle des MFSEi et des cellules musculaires lisses, une mutation de Glil pourrait 
éventuellement mener à une altération de tous ces phénomènes. En d’autres mots, les 
Hedgehogs sont des acteurs de l’homéostasie intestinale, régulant la prolifération, la 
différenciation, la barrière et la défense immunitaire. Leur dérégulation entraine des 
perturbations importantes qui peuvent influencer le développement de pathologies, telles 
que les maladies inflammatoires intestinales.
4.13 La délétion de Shh dans l’intestin n’influence pas le développement de la colite
ulcéreuse chimique par le DSS
Le développement de la colite ulcéreuse chimique induit une diminution de 
l’activité des Hhs. Par contre, Shh n’est pas diminué. Selon le phénotype des souris ShhAmc, 
une délétion de Shh devrait accélérer le développement de la colite puisqu’elle entraine un 
défaut dans la défense immunitaire procuré par le mucus et les agents antimicrobiens. 
Pourtant, aucune différence n’a été observée dans l’apparition des symptômes de la 
maladie, dans le rétrécissement du côlon et dans la perte de poids lors du traitement DSS 
chez les souris contrôles et ShhAmc. Toutefois, le bagage génétique des souris est hybride. 
Comme il a été expliqué en détail plus tôt, cela génère beaucoup de variabilité entre les 
individus qui acquiert des allèles aléatoirement de chacun des parents. Il serait intéressant 
de produire un modèle ShhAJEC avec un bagage génétique pur en C57BL6 qui est beaucoup 
plus constant et est reconnu pour être susceptible à développer de l’inflammation. La 
dérivation des souris ShhAmc hybrides sous un bagage C57BL6 est presque terminée à ce 
jour. D’un autre côté, afin de simuler les Mil chez l’humain qui touchent le jeune adulte, 
les traitements au DSS .ont été effectués sur des souris âgées entre 60 et 90 jours. Or, les 
défauts de la muqueuse sont limités chez les souris ShhAlEC en très jeune âge et le 
phénotype est beaucoup plus soutenu à 7 mois de vie. Bien que cela ne corrèle pas avec 
l’apparition normale des Mil chez l’humain, il serait intéressant de faire les traitements au
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DSS sur des souris beaucoup plus âgées afin de bien voir la conséquence de Shh sur la 
barrière intestinale lors du développement de la colite ulcéreuse. Cette analyse se révélera 
pertinente puisque depuis les 10 dernières années, il y a une recrudescence des patients qui 
sont diagnostiqués avec une Mil aux alentours de 50 ans (Fiocchi, 2011). Les causes de 
l’émergence tardive des Mil ne sont pas encore bien connues, mais elles seraient davantage 
les conséquences d’une accumulation de mutations acquises au cours de la vie ainsi que de 
l’environnement plutôt que d’ordre génétique, comme pour les Mil qui se développent chez 
le jeune adulte (Fiocchi, 2011). Puisque la délétion de Shh au niveau de l’épithélium de 
l’intestin et du côlon entraine une possible diminution de la défense physique et 
antimicrobienne, les conséquences à long terme pourraient favoriser l’apparition tardive'des 
MIL
Les résultats obtenus ne peuvent lier Shh au développement de la colite ulcéreuse 
chez la souris. Cependant, il se pourrait qu’il soit impliqué dans les étapes tardives de la 
maladie ou dans la restitution de l’épithélium suite au stress inflammatoire. En effet, Shh 
influence positivement la prolifération épithéliale et la différenciation cellulaire. Ces 
processus sont impliqués lors des étapes de restitution suite à un stress inflammatoire 
soutenu (Dignass, 2001). L’implication de Shh lors de la restitution devra être prise en 
compte avec un traitement DSS 3% suivi de deux semaines minimum de récupération avec 
de l’eau fraiche. Finalement, il se peut que le type de maladie inflammatoire ciblé ne soit 
pas le bon. Dans notre étude, les niveaux d’expression de Shh dans l’axe rostro-caudal de 
l’intestin ont été mesurés. Selon les résultats, il est à son maximum au niveau de l’iléon et 
décroit dans le côlon. Au niveau du côlon distal, Shh est peu exprimé comparativement à 
l’iléon. Or, la colite ulcéreuse affecte particulièrement le côlon distal. Il serait très 
intéressant d’étudier l’implication de Shh dans le développement de la maladie de Crohn 
qui affecte toutes les parties du tractus digestif, mais en particulier l’iléon. En plus de la 
localisation de Shh, il est connu qu’une diminution de l’autophagie est observée chez les 
patients atteints de MC (Cadwell et al., 2008). Or, dans le modèle ShhAmc, une diminution 
de l’autophagie a été mesurée. Finalement, une possible dérégulation du microbiome due à 
la diminution des agents antimicrobiens disponibles en absence de Shh pourrait favoriser 
une éventuelle inflammation de la muqueuse au niveau de l’iléon. Toutes ces raisons
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laissent supposer que Shh serait possiblement diminué dans la MC ou qu’une mutation dans 
le gène pourrait augmenter la susceptibilité à développer cette maladie.
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V. CONCLUSION ET PERSPECTIVES
Les travaux présentés dans ce mémoire de maitrise ont permis de mettre en évidence 
les rôles de Shh au niveau de la prolifération et de la différenciation de T épithélium 
intestinal et colique chez la souris adulte, rôles qui étaient encore à ce jour méconnus. Les 
résultats obtenus semblent attribuer à Shh des fonctions positives dans la prolifération et 
dans la maturation des cellules caliciformes et de Paneth. Il semble aussi que Shh et Ihh ont 
des rôles opposés dans la prolifération et dans la différenciation des cellules entérocytes et 
des cellules caliciformes. Finalement, à la lumière des rôles associés à chacun des ligands, 
les Hhs sont essentiels à l’homéostasie de l’intestin adulte et semblent reliés aux maladies 
inflammatoires intestinales.
Dans un premier temps, l’expression de Shh dans l’intestin a été validée puisque la 
littérature mettait un doute sur la présence du ligand chez l’adulte. Il a été démontré que ce 
morphogène est présent dans l’iléon et le côlon de la souris adulte. Ensuite, la délétion de 
Shh spécifiquement dans l’épithélium de cet organe entraine une réduction de la longueur 
totale de l’intestin grêle. Au niveau cellulaire, une diminution de 23 % et de 12,5% du 
nombre de cellules prolifératives de l’intestin grêle et du côlon respectivement a été 
observée, mais ne semble pas attribuée à la voie Wnt canonique. Les mécanismes menant à 
ce phénotype devront être élucidés, tels que l’augmentation des antagonistes, la modulation 
de la voie Wnt non canonique et la présence de MFSEi non différenciés. Au contraire de 
Shh, Ihh est connu pour inhiber la prolifération épithéliale en diminuant les niveaux de (3- 
caténine nucléaire (van den Brink et al., 2004; van Dop et al., 2010). Ces résultats 
constituent la première évidence que Shh et Ihh ont des rôles distincts dans l’intestin.
Dans un second temps, les résultats obtenus suite à la délétion de Shh au niveau de 
l’épithélium intestinal et colique suggèrent une altération de la maturation terminale des 
cellules caliciformes et de Paneth, mais le nombre de cellules entéroendocrines 
chromogranine A positives est inchangé. Premièrement, le nombre de cellules caliciformes
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est réduit de 17% dans l’iléon et de façon plus importante dans le côlon, avec une 
diminution de la production, de la fucosylation et de la sécrétion des mucines acides. 
Deuxièmement, les cellules de Paneth productrices de lysozyme sont réduites de 27% dans 
l’iléon avec une altération du réticulum endoplasmique et de l’expression des a-défensines. 
Ces phénotypes pourraient corréler avec une inhibition de l’autophagie par la voie mTor. 
Finalement, les résultats suggèrent que la lignée absorbante n ’est pas influencée par Shh. 
Le complexe apical de jonction et les protéines associées aux fonctions digestives des 
entérocytes ne semblent pas affectées chez les souris ShhAlEC contrairement aux modèles 
d’étude d’Ihh répertoriés dans la littérature.
Concernant le volet inflammation, les résultats obtenus suite à la mesure des 
niveaux d’expression des Hhs et de leur activation dans les Mil et dans la colite ulcéreuse 
chez la souris suggèrent une implication de cette voie dans le développement de ces 
pathologies. Chez l’humain, une réduction de 65% et de 80% de l’expression d’Ihh est 
observée dans la maladie de Crohn et la colite ulcéreuse respectivement menant à une 
réduction de 55% de l’activation des facteurs de transcription Gli, selon le niveau 
d’expression des gènes cibles. Dans la colite ulcéreuse chimique, Ihh est réprimé aux 
alentours de 80% dès le début du traitement DSS avec encore une fois une diminution de 
l’activité de la voie Hh de plus de 70% avec l’expression de Ptc-1 et de Gli-1. Dans les 
pathologies de l’humain et de la souris, Shh ne semble pas modulé en présence 
d’inflammation. La reproductibilité des données entre les espèces permet de faire la 
transposition des connaissances du modèle murin vers le traitement des Mil chez les 
humains. ,
Bien que les observations du modèle murin ShhAJEC laissent suggérer une possible 
altération de la barrière intestinale et de la défense antimicrobienne, ce morphogène ne 
semble pas avoir d’impact sur le développement de la colite ulcéreuse chez les souris au 
stade du jeune adulte. Par contre, l’accumulation des défauts de la barrière intestinale 
pourrait laisser envisager une éventuelle implication de la perte de Shh de la colite 
ulcéreuse tardive. Les anomalies à la fois des cellules caliciformes et de Paneth dans l’iléon
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permettent également de songer à investiguer les effets de la délétion de Shh dans la 
maladie de Crohn. Finalement, puisque les résultats semblent attribuer un rôle positif sur la 
prolifératif à Shh dans l’intestin, cette protéine pourrait plus pertinemment être un acteur de 
la restitution épithéliale suite au stress inflammatoire présent dans les MIL
Comme perspective, il est impératif d’analyser la composition de la microflore 
bactérienne dans le modèle ShhAŒC. Il existe une étroite relation entre les bactéries 
commensales et la muqueuse intestinale. Cette flore participe au métabolisme énergétique 
en plus de limiter la présence des pathogènes. Les molécules bactériennes informent 
l’épithélium des éléments présents dans la lumière et celle-ci répond en conséquence. Il se 
peut alors que la composition de la microflore soit modifiée par la diminution du mucus 
acide fucosylé, du lysozyme et des a-défensines en absence de Shh. Également, le statut de 
différenciation des cellules mésenchymateuses et de la composition de la matrice 
extracellulaire devront être réalisés pour compléter le projet. Les MFSEi et les cellules 
immunitaires sont les principales cibles des Hhs et leur disfonctionnement peut être relié 
aux MIL Plusieurs informations de la littérature laissent croire à une altération de ces deux 
types cellulaires dans le modèle ShhAmc.
Somme toute, les résultats suggèrent que Shh est impliqué dans la prolifération, la 
maturation des cellules caliciformes et de Paneth ainsi que dans l’autophagie. 
L’homéostasie intestinale semble compromise dans le modèle ShhAlEC et une réduction de 
la voie Hh est présente dans les maladies inflammatoires intestinales. Il est donc possible de 
croire qu’une mutation des Hedgehogs pourrait être un marqueur de susceptibilité à 
développer les MIL Dans le futur, il sera pertinent d’élaborer les rôles des Hhs dans le 
cancer colorectal associé à de l’inflammation.
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